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INTRODUCCION

I. CONSIDERACIONES GENERALES

’

Los organismos deben adaptarse constantemente a
cambios del medio ambiente. Esto involucra reajustes en fun-
ciones especializadas de parte de cada una de las células.

Las hormonas pueden ser consideradas como mensaje-
ros quimicos, liberados en respuesta a cambios del medio, re-
presentados éstos, por estimulos quimicos o neurogénicos.

Las moléculas de los mensajeros hormonales interac-
cionan con las células blanco y modulan asi sus funciones. La
mayor parte de las hormonas no requeririan penetrar al inte-
rior de las células para ejercer sus efectos. Para ello, lue-
go de interaccionar con estructuras especificas en el exterior
de la membrana plasmatica, provocan la generacién de una se-
nal, segundo mensajero o mensajero intracelular que determina
un cambio en las funciones de las células.

Se han identificado dos mensajeros intracelulares en
forma de nucleétidos ciclicos, 3'-5' adenosina monofosfato c7i-
clico (AMP ciclico) (1) y 3'-5"' guanosina monofosfato ciclico
(GMP ciclico) (2). Estos dos compuestos, quimicamente simila-
res pero fisiol6gicamente bastante diferentes, estdn implica-
dos en una variedad de procesos mediados por hormonas y tam-
bién en cambios no inducidos hormonalmente.

En 1957, Sutherland y Rall (3) (4), estudiaron la
accidn de hormonas glucogenoliticas como el glucagén y la epi-
nefrina y observaron que ambas determinaban una activacidn de
la fosforilasa hepdtica (5). Esta activacifén, claramente invo-
lucraba intermediarios en 1a membrana celular, pues la enzima
no podia ser activada en preparaciones libre de membranas. Sin
embargo, si las hormonas eran agregadas a un preparado rico en
membranas, y la mezcla se adicionaba al sobrenadante libre de



ellas, la activacién ocurria. Estos experimentos demostraron
que la activacidén implicaba la existencia de una sustancia
termoestable sintetizada por las membranas. Este compuesto
fué identificado como la 3'-5' adenosina monofosfato ciclico
(figura 1) o AMP ciclico.

En una serie de experimentos ulteriores, Sutherland
analizé la accidn del glucagén y el AMPc y establecidé una se-
rie de criterios por los cuales se puede asegurar que el nu-
cledétido posee un papel como mediador de la accién hormonal en
distintos sistemas. Primero, demostré que el glucagdén aumenta
los niveles de AMPc en células de higado. Segundo, que el AMPc
es formado por la membrana plasmdtica a través de la accidn de
accion de la enzima denominada adenil ciclasa (6) y 1a hormona
puede activar a esta enzima; tercero la adici6n de AMPc a pre-
paraciones de higado imita los efectos hormonales; y por Glti-
mo el AMPc es degradado a 5'AMP por la enzima fosfodiesterasa,
la cual es inhibida por metil xantinas (cafeinas, teofilina,
aminofilina), por lo tanto el agregado de uno de estos compues-
tos potencia la accidn hormonal, manteniendo los niveles de
AMPc artificialmente elevados.

Las hormonas han sido conocidas por mucho tiempo co-
mo sustancia de extraordinaria potencia, esto se debe a que
existe una "amplificacidén quimica". Segin el modelo propuesto
por Sutherland, el AMPc seria el mensajero intracelular o se-

gundo mensajero y la hormona representaria la seflal externa o

primer mensajero (1),(7). De la unién de la hormona a un recep-

tor especifico en la cara externa de la membrana, resultaria
una interaccion con la adenil ciclasa ubicada en la cara inter-
na de dicha membrana, que se traduciria en una variacién de Tlos
niveles intracelulares de AMPc. Esta variaci6én de la concentra-
cion de AMPc provocaria a su vez una respuesta especifica en

la célula.
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Figura 1. Estructura de la
molécula de AMP ciclico.
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En 1a figura 2 se esquematiza el modelo de los dos
mensajeros.

De tal forma, cuando una hormona, por ejemplo el
-10 a 10-9
duce un aumento en la concentracién intracelular de AMPc de
1077 a 10_6M y provoca yna <variacién de los niveles de glu-
cosa-5-fosfato en higado de 107% a 10'3M,que implica una am-
plificacion de la sefial del orden de un millén de veces.

glucagén, aumenta su concentracién de 10 M se pro-

Siendo la fosfodieterasa, junto con la adenil ci-
clasa, una de las dos enzimas responsables del balance intra-



celular de AMPc, es muy posible que esté sometida a un estric-
to control regulatorio. Gradualmente, pudo entreverse que esta
actividad enzimdtica estd sometida a controles muy sutiles por
parte de ciertos factores, siendo uno de ellos los iones Ca2+

Los estudios realizados han abierto un nuevo panora-
ma en el control del metabolismo celuliar, control en el que es-
taria incolucrado el Ca2+ como segundo mensajero con funciones

de amplificacion de senales extracelulares.

EXTERIOR CITOPLASMA
ATP
16'310°M

10%10°M 10%10°M
AMPGC - -—-- > METABOLITO
N
PDE
MX
MP
5 AMP

Figura 2. Modelo de los dos mensajeros.
H: hormona; R: receptor; MP: membrana plasmatica;
AC: adenil ciclasa; PDE: fosfodiesterasa de AMPc;
MX: metilxantina.



II. ADENIL CICLASA

La adenil ciclasa (ATP pirofosfato liasa ciclante
£.C.4.6.1 1) es 1a enzima responsable de la sintesis del

AMPc segin la reaccion:

e 2 9
0-P-0-P-0-P-0-CH, A CH A
| | | —
oo 0o ° DENIL CICLASA . | ° q
A > > 0=P-0 0-P-0-
Me | | _
0 0
ATP AMPc PPi

Los sustratos de esta reaccién pueden ser los com-
plejos MgATPZ' 0 MnATPZ', actuando los cationes divalentes
M92+ 0 Mn2+ como activadores de 1a misma. En el caso de algu-
nas ciclasas como la de Neurospora crassa (8), testiculo (9)
y Trypanosoma cruzi (ver resultados) la dependencia de Mn2+
es casi absoluta. Si bien la concentracidn intracelular de

Mgz+ es hasta cien veces mayor que la de Mn2+, la mayor esta-




bilidad que posee el complejo del Gitimo cation con el ATP,
podria explicar que la enzima funcione "in vivo" con ambos
cationes (10).

La reaccién catalizada por la adenil ciclasa se
considera termodinamicamente reversible, y bajo ciertas con-
diciones puede ocurrir (11).

IT-1. Diaribupién y localizacifn.

La actividad de adenil ciclasa se ha detectado en
todas las células animales estudiadas (12), [excepto en eri-
trocitos caninos (6)], en sistemas eucariotes inferiores ta-
les como protozoarios (13), hongos (8), levaduras (14) y tam-
bién en bacterias (15), (16).

En Jlas plantas superiores no existen evidencias con-
cluyentes sobre la existencia de AMPc ni de las enzimas impli-
cadas en su sintesis (17).

En todas las células eucariotes estudiadas, la ade-
nil ciclasa se encuentra asociada a membrana plasmdtica, sien-
do excepcibén a esta regla 1a enzima de los tibulos seminiferos
cuya localizaci6én es citoplasmdtica (18) (9). Davoren y
Sutherland (19) demostraron que 1a adenil ciclasa de eritroci-
tos de paloma sedimentaba con una fraccién particulada, que
no estd localizada predominantemente en la fraccidn mitocon-
drial y que podia ser separada de contaminante nucleares por
centrifugacidn en soluciones de glicerol al 20%. Una demostra-
cién definitiva de 1a localizacién de esta enzima la realiza-
ron Rodbell y colaboradores (20) al establecer la existencia
de actividad de adenil ciclasa en membranas plasmaticas de
hepatocitos, purificadas por el método de Neville (21).

Existen trabajos que describen la existencia de ac-
tividad de adenil ciclasa asociadas a organellas subcelulares
tales como microsomas (22), nlcleos (23) y reticulo endoplds-
mico (24); sin embargo, en ninguno de estos casos las bajas



actividades encontradas demuestran fehacientemente que no
existan contaminaciones de membranas plasmdticas (25).

En organismos eucariotes inferjores y bacterias,
como se verd mds adelante, la asociaci6én de la enzima a 1la
membrana en muchos casos es bastante débil.

[I-2. Componentes proteicos del sistema adenil ciclasa
hormono-sensible.

Si bien en un principio se supuso que el sitio de
unién de la hormona y el sitio catalitico de la enzima
estaban localizados en la misma cadena polipeptidica
(26), posteriormente, Robinson, Bilitcher y Sutherland en 1967
(27) propusieron un modelo que asumia para la enzima, la exis-
tencia de dos subunidades con una orientacifén direccional es-
pecifica (figura 3). E1 receptor, interaccionaria por el lado

externo de la membrana con la hormona correspondiente lo cual
1levaria a una alteracidon de la subunidad catalitica de 1la

enzima en la cara interna de 1a membrana, provocando una acti-
vacion de la misma.

En este momento, estd claro que los receptores hor-
monales son proteinas diferentes de la adenil cjclasa. Esta
idea surgidé primeramente de estudios cinéticos de activacion
de la adenil ciclasa, particularmente en membranas de adipoci-
tos en donde una diversidad de hormonas paracen competir por
un nimero fijo de moléculas de enzima (24) (28). Otros argu-
mentos respecto a la no identidad del receptor hormonal y la
enzima surgieron de la observacién de su independiente regu-
lacidn ontogénica (29) (30). Schramm (31) observé que la
N-etil maleimida inactivaba 1a adenil ciclasa pero no destrufa
la capacidad de unién de ligandos a los receptores @>-adrenér-
gicos de eritrocitos de ave y que la N,N-diciclohexilcarbodii-



Membrana
celular

' ATP
Hormona—| R 1 C (;
AMPc

Modelo de Robinson y colaboradores de los componentes protei-

Figura 3.
cos del sistema adenil ciclasa asociada a membranas.



mida inhibia l1a uni6n del ligando iodohidroxibencilpindolol
a sitios ﬂ’-adrenérgicos, a concentraciones que no afectaban
la actividad enzimdtica (32).

Por otro lado, Insely colaboradores (33) demostra-
ron que dos clones de células provenientes de hepatoma de ra-
ta y de una variante de linfoma de ratén S49, que eran defi-
cientes fenotipicamente en adenil ciclasa, poseian receptores
@-adrenérgicos. Esto es indicativo de la existencia de dos
proteinas diferentes. Finalmente ambas estructuras, receptor
y enzima, pudieron ser separadas fisicamente y caracterizadas
molecularmente (34) (35).

Rodbell propuso un modelo atternativo al de
Sutherland en el cual introducfa una entidad con funcidn de
intermediario entre el receptor y la unidad catalitica (36).
Cuando se observé el requerimiento de nucleftidos de guanina
para la activacién hormonal se le atribuyé al intermediario
0 proteina regulatoria poseer el sitio de unifén para dicho
nucledtido.

La existencia de proteinas requlatorias fue demos-
trada por Pfeuffer, que mediante el uso de una columna de afi-
nidad GTP-agarosa logra separarla de la actividad adenilato ci-
clasa (37) (38), mientras que Ross y Gilman lo confirmaron por
medio de estudios genéticos.

Asi pues, actualmente se supone que la adenil ciclasa
sensible a hormonas consta al menos de tres tipos de proteinas:
receptor (R), proteina regulatoria (N) y componente catalitico
(C) (39).

IT-2.1. Componente catalitico (C).

Poco es 1o que se conoce acerca de las propiedades
del componente catalitico (C) de la adenil ciclasa. Esto se de-
be a su labilidad y dificuitad en obtener preparaciones purifi-
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cadas de la proteina.

La mejor preparacidén del componente catalitico para
su caracterizacién se obtuvo de un extracto de membranas plas-
mdticas de una variante de linfoma S49 que es carente en com-
ponente regulatorio (40) (41). De esta manera se pudo determi-
nar para esta proteina que:

- la actividad de la adenil ciclasa con Mg-ATPz- es menor del
107 de la actividad con Mn-ATPZ~.

- esta actividad no es estimulada por hormonas, i6n floruro
0 nucledétidos de guanina.

- es sensible al calentamiento suave y a agentes que reaccio-
nan con grupos sutfhidrilos.

- Ross y colaboradores determinaron para el componente catali-
tico de dicha variante un peso molecular de 190.000 D (41).

En 1981 Ross obtuvo la separacidén de C y N mediante
la solubilizacién de la adenil ciclasa de hepatocitos con co-
lato de sodio y alta fuerza idénica (42). La caracterizacidn
de C en esta preparacifn arrojé resultados similares a los al-
canzados en la variante de linfoma S49.

Una adenil ciclasa soluble, insensible a hormonas
2% e encontré en testiculo (43) (18). Es-
ta enzima sin embargo no interactiia con el componente N en

y dependiente de Mn
sistemas reconstituidos (40).

I1-2,2. Componente regulatorio (N).

Ultimamente los estudios del sistema adenil ciclasa
se han focalizado en el componente regulatorio. Como se descri-
bié anteriormente, la existencia de esta proteina se demostré
por cromatografia de afinidad GTP-agarosa (38). E1 componente

N interacciona con guanil nucle6tidos y sus andlogos no hidro-
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zables. Tal propiedad ha sido confirmada con la proteina puri-
ficada (45).

La existencia de un sitio de unidén para guanil nu-
cle6tidos en N fue inicialmente sugerida por la capacidad de
retener 1la proteina por columnas de afinidad conteniendo GTP
y por los resultados obtenidos al "marcar" las membranas de
eritrocito con [32P]GTP— ¥ -azidoanilida. Esta Gltima evidencia
reveld la presencia de una proteina de peso molecular 42.000D
que podria ser parte integrante de N (38). E1 componente N es
ademas portador de una actividad GTPadsica (46).

E1 componente N también contiene un sitio para la
interaccidn con la toxina del cdélera. Esta toxina estimula
la adenil ciclasa como resultado a la ADP-ribosilacidn del com-
ponente N en presencia de NAD (46). Dicha ADP-ribosilacién
causa la inhibicidn de la referida actividad GTPasica que es
fundamental para la desactivacién de la enzima (47). Cuando
se incubaron membranas plasmdticas de eritrocito con [32P]NAD
y toxina del cdlera, se evidenci6 que el componente ribosilable
es una proteina de 42.000D.

La magnitud de la modificacidon de la proteina se
correlacionaba con la activaci6én de la enzima. Posteriormen-
te se demostr6 que dos protefnas en membranas de células del
linfoma S49 se marcaban especificamente con téxina del céle-
ra y ellas poseian un peso molecular de 45.000 y 52.000 D,
mientras que no habia marcacidon de la proteina en la varian-
te carente del componente N.

Northurp y colaboradores (49), trabajando con mem-
branas de higado de conejo, 1levaron a cabo la purificacion
del componente regulatorio; el andlisis de la preparacifn in-
dicdé que estaba compuesta por tres polipéptidos con pesos mo-
leculares aproximados a 52.000, 45.000 y 35.000 D.

Funcionalmente se han distinguido dos tipos de uni-
dades N, una l1lamada Ns que media los procesos de estimulacidn



- 12

y otra Ni que estd incolucrada en 1a inhibicidn de la adenil
ciclasa (50). Ns estd formada por dos subunidades, una de
35.000 D (p ) y otra de 42-45.000 D (e ) (51). La activacidn
de Ns es el paso limitante de la velocidad de activacidn de
la enzima y es probablemente el resultado de la disociacidon
de las dos subunidades, dependiente de Mg-GTPZ'. El sitio pa-
ra GTP estd localizado en la proteina de mayor peso molecular
al igual que el de ADP-ribosilacién. Recientes estudios sugie-
ren que Ni también estd compuesta por dos subunidades, una

de 35.000 D ((3) probablemente idéntica a la de Ns, y una de
39.000-41.000 D (o¢) 1a cual puede ser ADP-ribosilada especi-

ficamente por la toxima de Bordetella pertussis (52) (53).

I1-2,3. Receptor hormonal (R).

Muchas hormonas ejercen su accién por alteracidn
de la actividad de 1a adenil ciclasa. Estas actdan uniéndose
especificamente a una proteina receptora (R) que estd expues-
ta en la superficie externa de la membrana plasmdtica; el
receptor ocupado interactlaindirectamente con la enzima.

De acuerdo a las evidencias obtenidas por Cassel
y Selinger (47) el complejo receptor-hormona determina a ni-
vel de componente N, el intercambio de GDP por GTP (ver mds
adelante).

IT-3. Regulacidn por GTP.

Kipnis y colaboradores fueron l1os primeros en demos-
trar que el GTP y derivados ejercen diversos efectos (estimu-
ladores e inhibidores) sobre la actividad de adenil ciclasa
(58). La intensidad y naturaleza del efecto sobre la enzima
es dependiente del tipo de nucledtido, la hormona, el tipo
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de célula, fuerza iénica, concentracién de cationes, etc (59).

La observacién clave sobre la posible funcidn del
GTP, fué que este nucleftido es un requerimiento absoluto pa-
ra la estimulacidén hormonal de la adenil ciclasa (60). Esto
fue corroborado posteriormente en diferentes tipos de células
(61).

En los Gltimos afnos se ha demostrado ademds la inhi-
bicidn de la actividad de la adenil ciclasa por neurotransmi-
sores (62) que requiere de la presencia de GTP.

Una caracteristica que tienen los nucledtidos de
guanosina es la de modificar la cinética de interaccidn entre
el receptor y la hormona. Rodbell y colaboradores (63), estu-
diando la adenil ciclasa de membranas de higado de rata, fue-
ron los primeros en observar que los nucledtidos de guanosi-
na disminuyen la afinidad del receptor por la hormona, dando
como resultado un aumento de la velocidad de disociacidn del
complejo hormona-receptor. Este efecto, que ha sido descrip-
to con posterioridad para receptores de glucagén (64), pros-
taglandina E, (65) y agonistas (3-adrenérgicos (66), es espe-
cifico para los ligandos agonistas y no modifica la interac-
cién receptor-antagonista (67) (68).

Estudios realizados empleando andalogos del GTP no
hidrolizables, tales como: Gpp(NH)p, Gpp(CHz)p, GTP-% -5, de-
mostraron que la activacidn de la adenil ciclasa, en estos
casos, se produce en ausencia de hormona, llegando a valores
superiores que los que se obtiene con fluoruro o GTP mds hor-
mona. Este proceso es muy poco reversible (69). Posteriormen-
te, se demostrd que la hormona producia un incremento en 1la
velocidad de activacién de la enzima por el Gpp(NH)p, sin mo-
dificar la actividad final alcanzada (70).

Cassel y Selinger reconocieron la existencia en mem-
branas de eritrocito de pavo de una actividad hidrolitica del
GTP (GTPasa) estimulable por catecolaminas e inhibible por



enterotoxina del c6lera (47).

En base a sus hallazgos, los autores propusieron
un modelo (figura 4) segin el cual el estado activo de la en-
zima es el compliejo C-N-GTP, la hidr6lisis del nucleétido por
la GTPasa disocia dicho complejo. Seglin este modelo, la inhi-
bici6én de la hidr6lisis del GTP por la enterotoxina del c6-
lera o el reemplazo del GTP por un andlogo no hidrolizable,
originarian una sustancial activacidén de 1a adenil ciclasa
por estabilizacién del complejo antedicho.

H.R.
GDP @ GTP

GDP-{ N GTP-| N Ic C

componente
activo con eRavaenle
Mg-ATP Mg-ATP

\$ ™-NAD
Toxina del colera

Figura 4. Modelo propuesto por Cassel y Selinger para explicar la acti-
vacion de la adenil ciclasa por GTP y toxina del célera.



E1 complejo receptor-hormona (H.R) determinaria a
su vez el intercambio de GDP por GTP a nivel de N. Una cues-
tién importante de este modelo, es que explica cémo la adenil
ciclasa puede ser regulada de ambos lados de la membrana ce-
lular: por el lado externo mediante la activacién hormonal
del receptor, y por el lado interno a través de agentes capa-
ces de bloquear o modificar la actividad GTP-dsica (72), co-
mo por ejemplo la enterotoxina del célera.

[I-4. Activacién por toxina del célera.

E1 c6lera es una enfermedad producida por una ente-
rotoxina secretada por el Vibrio cholerae. Esta toxina causa

un aumento del flujo salino desde la serosa al 1lumen del
intestino delgado y como consecuencia de ello los enfermos
experimentan una grave deshidratacién (73) (74).

E1 flujo salino y los cambios asociados son acompa-
fiados por un incremento de los nijveles intracelulares de AMP
ciclico. Esta protefna activa la adenil ciclasa sensible a
hormonas de practicamente todas las células animales estudia-
das (75).

La moléculia de 1a enterotoxina estd formada por dos
subunidades de 29.000D0 (protefna A) y 54.000D (proteina B),
respectivamente. A su vez, 1a proteina A estd constituida por
2 fragmentos. A1 (25.000D) y A, (7.000D), cuya asociacidn es-
td dada por puentes disulfuro (76).

La secuencia de eventos involucrados en la accién
de esta toxina, se inicia con la interaccién de la misma con
su receptor en la membrana plasmatica. Este receptor, el mo-
nosialo-gangliésido GMl, estd presente en la membrana plasmé-

tica de casi todas las células de mamiferos (77) y su inter-
accidén con la enterotoxina se produce a nivel de la proteina
B (73) (78). Luego de ello, la protefna A se separa del com-
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plejo ganglifsido-protefna B y ocurre 1a reduccion de los puen-
tes disulfuro que conectan las subunidades A1 y AZ' La subuni-
dad A1 es la que finalmente activa la adenil ciclasa (79) (80).

Segﬂn el modelo propuesto por Cassel y Selinger (fi-
gura 4), la activacifén de la adenil ciclasa se debe a una in-
hibicién de la GTP-asa.

En 1975 (80), Gill demostrd que se requeria NAD co-
mo cofactor para la accifn de la toxina.

Posteriormente, se descubridé que la subunidad acti-
va de la toxina tiene actividad de adenosina ribosil transfe-
rasa (E.C.3.2.2.5), es decir es capaz de catalizar la siguien-
te reaccién, 1lamada comunmente ADP-ribosilacién (81):

NAD® + ACEPTOR PROTEICO————sACEPTOR PROTEICO-ribosil-ADP + NICOTINAMIDA

En el caso de la toxina del cdlera, el receptor es
el componente Ns, cuya actividad GTP-asa es inhibida por el
proceso de ADP-ribosilaci6n (47).

La enterotoxina utiliza como sustrato a la subuni-
dad o« de la proteina Ns que constituye el componente regula-
torio.

II-5. Efecto de la toxina de la Bordetella pertussis.

La Bordetella pertussis es el agente productor de
la tos ferina. Este bacilo secreta una toxina, comunmente lla-
mada toxina pertussis (82) (83).

Esta toxina, se ha demostrado (84) (85) que ADP-ri-
bosila un péptido de peso molecular aprosimadamente igual a
40.000D, que difiere del polipéptido que modifica la entero-
toxina del célera.

E1 sustrato de la toxina pertussis representa la
subunidad o{ de 1a protefna Ni, que forma parte del componen-
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te regulatorio de la adenil ciclasa. Como consecuencia de es-
ta modificacidon se produce una atenuacién en la inhibicién,

mediada por hormonas, de la adenil ciclasa (86) (87) (88).

II-6. Efecto del i6n fluoruro.

Sutherland y colaboradores en 1958 (4) (6), encon-
traron que el i6n fluoruro estimulaba i1a adenil ciclasa. Ac-
tualmente este efecto se puede generalizar a todas las adenil
ciclasas descriptas en organismos eucariotes, con excepcidn
de aquellas que son dependientes de Mn2+.

E1 fluoruro no causa una acumulacidén de AMP cicli-
co en preparaciones celulares "in vivo" (7), es decir que la
activacidén en células intactas no se produce.

E1 mecanismo por el cual el i6én F activa la adenil
ciclasa es adn bastante poco conocido, aunque si se sabe que
no se debe al efecto inhibitorio del i6n sobre una ATP-asa
(ATP fosfohidrolasa, E.C.3.6.1.3.), ya que la activacién se
manifiesta a concentraciones altas de ATP o aun existiendo
en el medio un sistema regenerador de ATP para mantener cons-
tante Ta concentracidn del mismo. Ademds se sabe que el Km
aparente del ATP no cambia durante 1a activacién por el F (89).

La activacién por i6n F  requiere la presencia de
un actién divalente y es poco reversible y dependiente del
tiempo y la temperatura (90).

Existen claras diferencias entre el proceso a tra-
vés del cual el F~ activa la adenil ciclasa y la activacién
hormonal de la misma:

1. Las adenil ciclasas solubilizadas por detergentes pierden
su capacidad de respuesta hormonal y sin embargo, mantie-
nen su sensibilidad al F~ (91).

2. La concentraci6n de F- que da lugar a la mitad de la esti-
mulacién mdxima varfa con la temperatura, mientras que la



de las hormonas no (92).

3. Las curvas que representan el efecto del F~ respecto de
su concentracidén son hiperb6licas, sin embargo, las de
las hormonas no 1o son (93).

4. Las membranas celulares que han sido tratadas de tal mane-
ra que alteren sus l1ipidos, poseen una baja respuesta hor-
monal, sin sufrir alteracién en la que respecta a la accién
del F~

Se ha demostrado que el F~ es capaz de inhibir la
respuesta hormonal de determinadas adenil ciclasas.

Harwood y Rodbell encontraron que el i6n F , a tem-
peraturas inferiores a los 30°C, inhibe la accidén estimulato-
ria de hormonas tales como ACTH y adrenalina (94), indicando
la independencia de accién sobre el sistema de 1a ciclasa del
fluoruro y las hormonas. La interaccidn entre la estimulacidn
hormonal y l1a del fluoruro fue mejor estudiada por Mangianie-
110 y Vaughan (95), quienes demostraron trabajando con adenil
ciclasa de células grasas que el F~ era capaz de inhibir el
efecto estimulador del isoproterenol, mientras que el pirofos-
fato (1,5 mM) anulaba el efecto activador del F~ y no afecta-
ba 1a inhibicién del efecto del isoproterenol, 1o cual indi-
ca que ambos efectos del F~ son independientes.

Pfeuffer (38) demostr6 que la fraccidén proteica que
se retenia en la columna de afinidad GTP-agarosa, era la que
conferfa sensibilidad al i6n fluoruro. Es decir, que el F_
actiia sobre el componente regulatorio N.

II-7 . Efecto de Calmodulina.

El Ca2+

variedad de sistemas enzimdticos y en la mayor parte de los

mecanismos de movilidad celular (99). La posibilidad de que
2+
el Ca

estd implicado en la regulacién de una gran

no actue como catién libre sino asociado a una protefi-



na especifica, fue sugerido por Meyer (100).

Ademds Cheung (101) purificando la fosfodiesterasa
de cerebro bovino, encontré que un factor activador enddégeno
se disociaba de 1la enzima. Este modulador requiere la presen-
cia de Ca2+ para su accidén (102) y actda sobre diversas enzi-
mas, como puede observarse en la tabla I (103).

En base a su requerimiento absoluto por Ca2+ y por
ser posiblemente el principal receptor intracelular del mis-
mo, el factor fué 1lamado calmodulina.

En cuanto a su distribucién, fue hallado en todos
los tejidos eucariotes. Es un polipéptido de peso molecular
18.000D, de cardcter dcido y estructura flexible, en la que
se encuentran cuatro sitios de unién para Ca2+ mediante los
2%y Mg2* (104).

, cambia su conforma-

cuales, aunque con menor afinidad, une Mn
E1 péptido al unirse al Ca2+
cion de manera tal que aumenta la porci6n helicoidal de 1la
molécula (105).
E1 mecanismo general de accidon de la calmodulina
sobre una enzima E, consta de dos etapas:

(CH), + 4caltee—— (M. Ca§+)a

£, + (cm”. Ca§+)a;=:====:(E*.CM*CaZ+)a

Donde CM es la calmodulina, el asterisco (*) indi-
ca un cambio conformacional, el subindice i indica estado
inactivo y el a activo.

Tanto el EGTA que compleja el Ca2+, como los agen-
tes antipsic6ticos cloropromazida y trifluoroperazina,que se

2+ calmodulina, son inhibidores de la acti-

2+

unen al complejo Ca

vacion dependiente de Ca
E1 efecto de la calmodulina ha sido bien caracteri-

zado en cuanto a su accién sobre la fosfodiesterasa, donde



Adenil ciclasa

Guanil ciclasa

Fosfodiesterasa de nucledtidos cfclicos
- . . 2+
Proteinas quinasas dependientes de Ca
Quinasa de la fosforilasa

Quinasa de la cadena ligera de miosina
Quinasa de NAD

. . 2+
ATP trifosfatasa dependiente de Ca
Fosforilacion de membranas
Desarmado de microtldbulos
Funciones postsindpticas

Funciones nucleares

Liberacidén de neurotransmisores

Tabla I. Enzimas y procesos celulares regulados
calmodulina.

por

20
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se ha demostrado la formacién del complejo activo (holoenzima)
en presencia de Ca2+ (106).

En 1975, Brostom (107) y Cheung (108) demostraron
el requerimiento de calmodulina para que el Ca2+ ejerza su
efecto estimulatorio sobre la adenil ciclasa.

En cerebro se encontraron dos formas diferentes de
adenil ciclasa, una era capaz de ser estimulada por calmodu-
lina y la otra insensible; pero ambas inhibibles con altas
concentraciones de Ca2+ (109).

Tascano y colaboradores (110), trabajando con 1la
enzima de cerebro, sugirieron que 3da activacién de l1a adenil
ciclasa por la calmodulina requeriria la presencia del compo-
nente regulatorio de la emnzima. Sin embargo, recientemente
Neer demostrd que el componente catalitico separado del regu-
lTador es sensible a la activacién por calmodulina (111).

Las implicaciones funcionales del efecto de la cal-
modulina sobre la adenil ciclasa y la fosfodiesterasa adn no

2+ a través de la mem-

se conocen con exactitud, E1 flujo de Ca
brana plasmdtica o la liberaci6n de Cazi en respuesta a un
estimulo, pueden activar la adenil ciclasa provocando un au-
mento en los niveles de AMP ciclico intracelular. E1 incremen-
to en Ta concentracién de Ca2+ puede entonces activar la fos-
fodiesterasa para restaurar el nivel de AMP ciclico a su es-
tado basal, Asi pues, la activacifn secuencial de las dos en-
zimas podria originar un aumento transitorio y local de los

niveles del nucleftido.

II- 8. Regulacién por hormonas.

Numerosas hormonas ejercen su accién celular modi-
ficando la actividad de la adenil ciclasa (7), la mayoria de
ellas ejerce un efecto activador, mientras que otras como la
insulina, ejercen un efecto inhibitorio de la enzima (112).
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E1 hecho de que hormonas muy diferentes tengan co-
mo fin activar la adenil ciclasa, pareceria un efecto inespe-
cifico si no fuera por la existencia de los receptores hormo-
nales, los cuales discriminan entre las hormonas circulante
y asegura el acoplamiento con la adenil ciclasa. Esta funcidn
discriminatoria de los receptores es ejercida a nivel de 1la
superficie externa de la membrana plasmdtica. Esto se eviden-
ci6 por experimentos hechos por Sato (113), quien demostré
que ACTH unida covalentemente a celulosa es capaz de estimu-
lar la esteroidogénesis mediada por AMP ciclico en células
adrenales intactas y por experimentos del grupo de Rodbell
(114), quien demostr6 que las células grasas al ser tratadas
con tripsina, pierden la capacidad de respuesta del sistema
adenil ciclasa a diferentes hormonas, sin afectar la activi-
dad basal o la respuesta al i6n F .

Los receptores son extremadamente especificos para
las caracteristicas topoquimicas de las hormonas, esto se pue-
de evidenciar en las células grasas por la presencia de cin-
co tipos de receptores, cada uno de los cuales es capaz de
activar la adenil ciclasa (115). Estos receptores discriminan
segln las caracteristicas especificas locales de 1a molécula
de hormona, como por ejemplo presentan una notable estereoes-
pecificidad para los is6meros de catecolaminas y bloqueadores

( -adrenérgicos. Reconocen diferencias sutiles en la estruc-
tura de las hormonas peptidicas, tales como eliminacidén o sus-
titucidén de un residuo aminodcido (116). Respecto de este (l-
timo punto, se encontr6 que la eliminacién del primer amino-
dcido de glucagén, la histidina, reduce la afinidad por su
receptor unas 15 veces.

Los sistemas de activacidén de la adenil ciclasa por
diferentes hormonas, poseen las siguientes caracteristicas:

1.- Las funciones discriminatorias de los receptores acopla-
dos a la adenil ciclasa y la consiguiente activacién hormonal
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de la enzima, no requieren de la integridad celular. Asi pues,
los estudios concernientes a las propiedades de los recepto-
res en sistemas libres de células, proporcionan una informa-
cién vdlida y aplicable al comportamiento del receptor "in
vivo" (113) (117).

2.- La activacién hormonal es un proceso rdpido y reversible,
es decir, desaparece al eliminar a la hormona o al afadir un
antagonista (118) (119).

3.- Cada hormona estimula 1a adenil ciclasa en un rango que
le es propio.

4.- La estimulacion m&xima lograda varia segln la hormona de
que se trate.

5.- Los antagonistas especificos bloquean solamente los efec-
tos de los agonistas correspondientes y no los de otras hor-
monas.

6.- Las hormonas actian desde el lado externo de la membrana
plasmdtica.

En la tabla II se describen las principales hormo-
nas que modifican la actividad de l1a adenil ciclasa, el teji-
do en el que actéan y la respuesta biol6gica que producen.

Existen algunas hormonas y neurotransmisores que
actuando via receptores unidos a membrana, inducen rdpida res-
puestas celulares, que son mediadas por una disminucién de
Tos niveles de AMP ciclico. Esta disminuci6n se debe a la ac-
cion sobre la adenil ciclasa. Esto permite suponer un compor-
tamiento dual de la actividad enzim&tica por hormonas, median-
te receptores separados para los efectos activadores e inhij-
bidores (27) (tabla III).

La inhibicién inducible por hormonas fue inicialmen-
te descripta en un sistema libre de células (120). Posterior-
mente y sobre todo en los Gltimos afos, se han obtenido mdl-



HORMONA

Adrenalina

Noradrenalina

Corticotrofina(ACTH)

Tirotrofina (TSH)

Hormona Paratiroidea

Hormona Luteizante(LH)

Vasopresina

Prostaglandinas

Melanotrofina

Tabla II .

TEJIDO U ORGANO

Hfgado

Misculo esquelético
Miocardio

Glandula salival

Tejido adiposo

Sistema Nervioso

Gldndula pineal

Adrenales
Tejido adiposo

Tiroides

Corteza renal
Huesos

Cuerpo luteo

Medula renal

Hipofisis

Tiroides

Bazo

Misculo esquelético

Piel de anfibios

can al AMPc como segundo mensajero.
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RESPUEST

Glucogenolisis
Glucogenolisis
Efecto inotrdpico

Secrecién de ami-
lasa

Lipolisis
Liberacidon de
acetilcolina
Sintesis de mela-
notoninas
Produccién de
Esteroides
Lipolisis
Hidrolisis de
Tiroglobulina
Iodaciodn

Oxidacidn de
glucosa

Fosfaturia

Reabsorcion de
calcio

Sintesis de
Esteroides

Reabsorcidn de
agua

Melanizaciodn

Hormona, tejido u 6rgano y respuesta fisioldgica que impli-



tiples evidencias de este fenfmeno en una gran variedad de
tejidos (121). .

Este efecto inhibitorio por parte de las hormonas
es poco conocido, aunque estd claro que son necesarias altas
concentraciones de GTP para obtener una inhibicidén de la ade-
nil ciclasa.

Rodbell propuso que cuando el componente Ni fuera
ocupado por el GTP, era capaz de interaccionar con la subuni-
dad catalitica y asi, gatilla la inhibicién (50). Hoy se sa-
be por estudios recientes (122) que Ni estimula a la subuni-
dad catalitica, pero dicha estimulacién es inhibida por 1los
receptores ocupados por las hormonas inhibitorias. Bockaert
y colaboradores demostraron que esta inhibicidn es debida a

+ .
2 en el sistema.

una disminucién de la afinidad del Mg

Es importante destacar, los efectos de la adenosi-
na sobre la actividad de adenil ciclasa. Se ha demostrado 1la
existencia de dos sitios de interaccidn de este nucleédsido,
fisica y quimicamente distinguibles. Uno de ellos denominado
"sitio P" (123), estarfa localizado en la cara citoplasmdti-
ca de la membrana, probablemente en la subunidad catalitica.
A través de este sitio, 1a adenosina ejerce su accién inhibi-
toria.

E1 otro sitio serfa el "sitio R" localizado en 1la
cara externa de la membrana, estd asociado con las respuestas
de la adenil ciclasa, mediada por hormonas. Este sitio esta-
ria subdividido en dos, uno provocarfa efectos estimuladores
y otro, a través del cual se producirifan los efectos inhibi-
torios (124).



FACTOR HORMONAL

Agonistas & -Adrenérgicos

Agonistas Colinérgicos
(Muscarfinidos)

Opidceos

Adenosina

ADP

Prostaglandinas El1, E2

Acido Nicotinico

Dopamina

Angiotensina II

SISTEMA CELULAR

Plaquetas humanas

Plaquetas de conejo

Adipocitos
Adipocitos

de Hamster
humanos

Higado de rata

Miocardio de perro

Miocardio de conejo
Par6tida de rata
Hibridos celulares de Neuroblastoma

y glioma
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Hibridos celulares de Neuroblastoma

Yy glioma

Adipocitos
Adipocitos

de rata
de Hamster

Plaquetas humanas

Adipocitos
Adipocitos
Adipocitos

Adipocitos
Adipocitos
Adipocitos

Adenoma de

de Hamster
de rata
humanos

de Hamster
de rata
humanos

pituitaria humana

Higado de rata

Tabla III. Factores hormonales que producen inhibicién de la Adenil

ciclasa y Sistemas celulares donde se ha observado.



III. Modelo de interaccién molecular entre los componentes
proteicos del sistema de la adenil ciclasa en células supe-

riores.

Se ha comprobado que el sistema de la adenil cicla-
sa sensible a hormonas es mucho mds complejo en lo que respec-
ta no solo a componentes sino también a sitios de regulacidn,
del concepto original que se tenfa (27).

En la figura 5 se muestra un esquema de los compo-
nentes del sistema y el probable sitio de accidén de cada uno
de los efectores.

Hormonas peptidicas Insuling
Catecolaminas (Badrenérgicos) Adenosina (sitio p)
' Catecolaminas x adrenergicos)
Adenosina (sitio R) Opidceos
Receptores Receptores
Activadores Inhibidores

. GTP
Toxin
del colera Toxina pertussis
GDP GDP

Mn2¢
Mgz’
Calmodulina Co

Forskolina

ATP- Me? AMPc

Figura 5. Representacidon esquemdtica de los componentes del sistema ade-
nil ciclasa y el probable sitio de accién de cada ligando.
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Muchas especulaciones se han hecho respecto a la
unién de la hormona a un sitio especffico del receptor, ex-
puesto en el lado externo de la membrana plasmdtica. E1 re-
ceptor ocupado interacciona directa o indirectamente con la
adenil ciclasa.

Surgieron diversos esquemas al respecto, como el
que suponfa que el receptor y la adenil ciclasa formaban par-
te de una misma entidad molecular que atraviesa de lado a la-
do 1a membrana. Esto fue descartado al poder separarse facil-
mente, mediante detergentes, al receptor de la enzima (120).
También se pens6é en que los receptores podian desempenar el
papel de unidades regulatorias acopladas permanentemente a
la enzima. La objeci6n a esta hipdtesis es que, si cada recep-
tor debe estar l1igado como una unidad regulatoria a la misma
enzima, resultaria diffcil imaginar que tales moléculas pudie-
ran agruparse ffsicamente en un Gnico complejo en la membra-
na, manteniendo ademds la exposicién hacia el exterior celu-
lar de cada componente receptor. Por otra parte, esos "comple-
jos supra-macromoleculares" deberian ser detectados por micros-
copia electrénica.

En 1975, Cuatrecasas desarrolldé la hipdotesis del
"receptor mévil" (125) basada en los conceptes de la natura-
leza fluida y dindmica de las membranas celulares expuestos
por Singer y Nicolson (126).

Como se ilustra en la figura 6, los receptores son
entidades moleculares independientes de la adenil ciclasa ca-
paces de migrar lateralmente en el plano de la bicapa lipidi-
ca. Cuando 1a hormona se une al receptor, éste incrementa su
afinidad por 1a enzima y se produce la asociacidén luego de
choques al azar.

Una comprobacidn importante que apoya la validez
del modelo del "receptor m6vil" se obtuvo a través de los ex-
perimentos de Schramm y colaboradores (127) (128). Estos au-
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tores ensayaron la hipdtesis de que el receptor (> -adrenérgi-
co es una entidad independiente que puede ser transferida de
un sistema de adenil ciclasa de una célula a 3a otra. Para
ello utilizaron eritrocitos de pavo, a los cuales se les anu-
16 1a actividad ciclasa por tratamiento con N-etil maleimida
o por calor, y células de la eritroleucemia de Friend (célu-
la F), las que poseen una adenil ciclasa normal pero carece
de receptores @ -adrenérgicos. Ambas células se fusionaron
mediante virus Sendai inactivado. Las preparaciones resultan-
tes de la fusidon mostraron una actividad de adenil ciclasa
estimulable por isoproterenol. Esta activacidon se produjo mi-
nutos después de l1a fusién aun en presencia de inhibidores

de la sintesis de proteinas, con 1o que se demostré que el
acoplamiento se hizo entre elementos preexistentes.

E
??? ?? ??? ?? ?giclas}o
Clgé éé& (5(5 666 éémoctlva

0 [HORMONA]® @
5???317 ???? B
bbbl @&5&5 b4 AT e

ATP AMPc ATP AMPc

Figura 6. Modelo del receptor m6évil para el mecanismo de mo-
dulacién de la actividad de adenil ciclasa por hor-

monas.
® = hormona activante E = exterior celular
¢ = hormona inhibidora I = interior celular
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E1 grupo de Schramm también logr6 transferir recep-
tores de prostaglandinas El(PGEl) de células F a células adre-
nales de ratén.

IV. Rol del AMP ciclico en eucariotes superiores.

E1 AMP ciclico interviene en el control del metabo-
lismo (129) en células animales, hongos, algas y bacterias.

En tejidos animales el primer efecto bioldgico atri-
buido al AMP ciclico, fue 1a activacién en el higado de 1la
fosforilasa de gluc6geno. Esto 1levé al descubrimiento de una

secuencia de eventos involucrados en el proceso, cuyo esque-
ma se visualiza en la figura 7 y que se traducen en un incre-
mento de la velocidad de degradacidén del glucégeno con forma-
cién de glucosa-1-fosfato. Esto también se vié en misculo.

En ambos 6rganos, la fosforilasa existe en dos estados: acti-
va (fosforilasa a) e inactiva (fosforilasa b). La condicidn
necesaria para que la fosforilasa b se active, es su fosfori-
lacion a partir del ATP, mediante 1a quinasa de la fosfori-

lasa que es dependiente de AMP ciclico. Esta dltima enzima,
existe bajo dos formas: una activa, fosforilada y otra inac-
tiva, desfosforilada. La conversi6n de la forma inactiva a
la activa ocurre a través de una proteina quinasa, también
dependiente de AMP ciclico (130).

Las quinasas de proteinas fueron descubiertas por
Krebs y colaboradores (131); su funcidn catalftica consiste
en la transferencia del grupo fosfato terminal del ATP a los
residuos de serina o de treonina de las cadenas polipeptidi-
cas en presencia de MgZ+. Algunas quinasas de proteina pueden
utilizar GTP en lugar de ATP (132).

En base a este criterio, se ha clasificado a las
quinasas de proteinas en: dependientes de AMP ciclico (131),

dependientes de GMP ciclico (133), dependientes de Ca2+ (134)



AMP ciclico
QUINASA L QUINAS
inact. - %T
FOSFATASA
inact

ATP< Inhibidor

I FOSFORILASA

QUINASA
inact ~AT

FOSFORILASA
l'l inact.
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Pi

ATP ADP
O ’a%fﬁfs",{':és‘ G LUCOGENO
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Pi ubp
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Figura 7. Control del metabolismo del glucégeno por el AMP ciclico.
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y dependientes de RNA bicatenario (135).

Las quinasas de proteinas dependientes de AMP cicli-
co son consideradas los verdaderos efectores intracelulares
de este nucle6tido y son las mediadoras de las diversas accio-
nes del AMP ciclico en los procesos fisiol6gicos que ocurren
en diferentes tejidos.

Se ha encontrado que también se producen fosforila-
ciones a nivel de las tirosinas. No se ha encontrado una co-
rrelacidn precisa, pero estas fosforilaciones se llevan a ca-
bo en ciertas proteinas de células transformadas por retrovi-
rus como también en los receptores de insulina, del factor
de crecimiento epidermal (EGF) y del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF).

Recientemente, Goldberg (136) aislé en higado de
ratas normales una proteina fosforilada en tirosina y encon-
tré que la actividad asociada a este evento no era estimula-
da por factores de crecimiento.

IV-1. Quinasas de proteinas.

La importancia bioquimica de las quinasas de protei-
nas radica en que, como se vi6 en el caso de la degradacidn
del glucégeno, muchas de las proteinas que ellas fosforilan
son enzimas clave de caminos metabdlicos.

La fosforilacibén de enzimas es considerada actual-
mente , uno de los mecanismos mds importanes de modificacidn
covalente, reversible, post-traduccional que se refleja en
cambios importantes en la actividad catalitica de la protefi-
na modificada. La reversién de la fosforilacién estd catali-
zada por las fosfatasas de fosfoproteinas. El1 mecanismo ge-
neral de fosforilacién-desfosforilacién de proteinas se esque-
matiza en la figura 8.
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Para que las reacciones de fosforilacidn-desfosfo-
rilacidon posean una funcién regulatoria de la actividad enzi-
mdtica, deben existir sefiales apropiadas que produzcan cambios en
la concentracién relativa de las formas fosforilada y no fosforilada
del sustrato proteico. Esto puede ocurrir a través del control de la acti-
vidad de cualquiera de las enzimas involucradas en el mecanismo o de ambas
simultdneamente. Las fluctuaciones en los niveles de la moléculas efectoras
de dichas actividades (AMP cfclico, activadores, inhibidores) son las res-
ponsables de dicho control.

NTP NDP
Quinasa de

o ———

=~ “Proteina

4

f 3 N
Proteina Proteina-Fosfato

Fosfatasa de
Pi Fosfoproteina

Figura 8, Mecanismo de fosforilaci6n-defosforilacion de proteinas .
Generalmente NTP es ATP.
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Existen al menos, dos tipos diferentes de quinasas
de proteinas dependientes de AMP ciclico, denominadas I y II.
Ambas isoenzimas son proteinas tetraméricas formadas por dos
tipos de subunidades: componente catalftico (C) y componente
regulatorio (R). Ambas subunidades se asocian para formar una
holoenzima inactiva cuya composicién es R2C2 (137). La acti-
vacion por AMP ciclico logra la disociacidén de la enzima inac-
tiva (R2C2) en una subunidad regulatoria dimérica que une AMP
ciclico (Rz) y dos subunidades cataliticas activas (C).

R2C2 + 4AMPC /——= RZ(I\MPC)4 + 2C

Las propiedades bioquimicas de las quinasas de pro-
teinas estudiadas en diferentes tejidos, son muy similares en
1o que respecta a las subunidades cataliticas, Esto estaria
indicando que se trata de una subunidad comin, radicando la
diferencia en la subunidad regulatoria, que origina dos cate-
gorias de quinasas: tipo I y tipo II (138).

Las principales diferencias entre ambos tipos de
quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico, se refie-
ren a su localizaci6n celular y al comportamiento de la subuni-
dad regulatoria frente al ATP. En mdsculo cardiaco casi toda
la enzima tipo Il estd unida a membrana, mientras que la qui-
nasa tipo I se encuentra en el citosol (139) (figura 9).

Por otro lado la enzima de tipo II se autofosforila
en presencia de ATP (140), incrementando la sensibilidad de
la enzima al AMP ciclico (141). La subunidad catalitica trans-
fiere un fosfato a cada polipéptido de la subunidad regulato-
ria (R,) (figura 10);esta modificacién hace que la concentracién de AMP
ciclico necesaria para la disociacién sea menor y al mismo tiempo dis-
minuye la velocidad de reasociaci6n en ausencia del nucledtido (142).

La quinasa tipo I no es regulada por autofosforilacidn
sino por un mecanismo que involucra también el ATP (figura 10).La enzima no
disociada une dos moléculas de ATP con alta afinidad, disminuyendo la afi-
nidad por el AMP ciclico.



Figura 9. Modelo propuesto por Corbin (138) para el mecanismo de accign
hormonal. Se propone la compartamentalizacion de las quinasas
de protefnas. La subunidad regulatoria (R) de la quinasa de
tipo II estaria unida a 1a membrana plasmdtica, mientras que
la de tipo I (R') estarfa libre en el citoplasma. Asi, la sub-
unidad catalitica (C) (comin a ambas) podria actuar mds eficien-
temente sobre sus sustratos proteicos (S).



E1 ATP provoca, ademds, un aumento en la velocidad
de reasociaci6n en ausencia de AMP cfclico. Al encontrarse
en la célula en concentraciones elevadas, este proceso reque-
rirfa mayor concentracién de AMP cfclico para la activacion
de este tipo de quinasa (143), este requerimiento de AMP ci-
clico estarfa dentro de los niveles intracelulares alcanzados
luego de Ta respuesta hormonal de la adenil ciclasa.

La ecuacidén de activacién de la quinasa de protei-
nas tipo I serfia:

R2C2 (ATP)2 + 4AMPc &= — R2(AMPc)4 + 2C(ATP)

La coexistencia de estos dos tipos de quinasas de
proteinas dependientes de AMP ciclico, implicaria que tendrian
roles fisiolégicos diferentes de acuerdo a sus distintas sub-
unidades regulatorias. La quinasa tipo II serfa mds sensible
a un aumento de AMP ciclico, que la de tipo I, éstas Gltimas
se reasocian mds rapidamente al bajar Tos niveles del nucle6-
tido ciclico.

IV-2. Fosfatasas de fosfoproteinas.

La reversibilidad del proceso de fosforilacidn de
proteinas se 1leva a cabo por 1a accidn de un grupo especial
de fosfohidrolasas denominadas fosfatasas de fosfoproteinas.

La actividad fosfatasa que cataliza la desfosfori-
lacion de una gran variedad de sustratos proteicos en forma
inespecifica, se purific6é a homogeneidad, a partir de higado
y corazén (144) y se asoci6 con una proteina de peso molecu-
lar 35.000D, que representaria la subunidad catalitica de una



Figura 10. Mecanismo propuesto para la activacién de la quinasa de protefinas
de tipo I. En la célula el incremento en los niveles de AMP
ciclico provoca la disociacién y activacion de la enzima: el
nucledtido se une al sitio R(y) y la subunidad C transfiere
el fosfato del ATP a sus pro£e1nas sustratos. La disminucion
de Tos niveles de AMP ciclico origina la formacion de molécu-
las asociadas de enzima (R 1) 2C2). A través de esta asociacion
el sitio para el sustrato e C (ATP) se convierte en un sitio
de alta afinidad para el nucle6tido trifosfato. Esta transfor-
macion del sitio del ATP origina la inhibicion de la actividad
fosfotransferasa. Ademds, el sitio de alta afinidad para el
AMP ciclico en R(I1)2 libre, se transforma en uno de baja afi-
nidad por la reasociacién. Si la enzima es de tipo II, el as-
terisco marca el sitio de posible fosforilacidon. La incorpora-
cion de fosfato en dicho sitio de R(1J) induce la disociacidn
de la quinasa y podrfa inhibir la unidén de alta afinidad del
ATP, a Ta holoenzima R(11)2 C2
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holoenzima formada por dos subunidades catalfticas y una sub-
unidad de peso molecular 65.000D, con posible rol inhibitorio
(145).

Se demostrd en diferentes tipos de tejido la exis-
tencia de dos proteinas termoestables y de bajo peso molecu-
lar, que son inhibidoras de la actividad fosfatdsica denomi-
nadas inhibidores 1 y 2 (146).

E1 inhibidor 1 requiere su fosforilacién a través
de una quinasa dependiente de AMP ciclico para ser activo
(147) (figura 11).

Asi, el aumento en los niveles de AMP ciclico ori-
ginan, por un lado la activacién de las quinasas de proteinas
dependientes de dicho nuclieftido, y por otro la inactivacién
de las fosfatasas de fosfoproteinas por el inhibidor 1, lo
cual supone un balance favorable en el sentido de la fosfori-
lacidén proteica.

V-1. Adenil ciclasa en bacterias.

La existencia de 1a adenil ciclasa en bacterias fue
puesta de manifiesto en Brevibaterium liquefaciens en 1967

(148). Posteriormente se la ais16 y purificé, determinando
un peso molecular para la misma de 175.000D0 (149). Se demos-
tré que el piruvato era un efector alostérico positivo de la
enzima y de otras pertenecientes a bacterias tales como,
Micrococcus flavus, Micrococcus lysodeikticus, Arthrobacter

globiformis (150). Aunque las enzimas provenientes de Eschea-

richia coli, Bordetella pertussis, Corinebacterium equij son

insensibles a piruvato. Esto ha dado Tugar a que se clasifi-
quen las adenil ciclasas bacterianas en dependientes e inde-
pendientes de piruvato (151).



Figura 11.
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ADP-Mg"™
Fasa @ P -ATP-Mg"™
inact \
OUINASA
. '0 AMPciclico
QUINASA
inact
Fasa
act

Regulacién de las fosfatasas de fosfoproteinas. La fosfata-
sa activa se une al inhibidor de tipo I (i]) que para actuar
requiere ser fosforilado por una quinasa de proteinas, depen-
diente de AMP ciclico.
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La accién del AMP ciclico ha centrado mucha atencidn
en bacterias tales como Escherichia coli ya que se le ha atri-

buido el rol de mediador en la represién catabélica por la
glucosa (152) (153). Ademéds se estudié la posibilidad de que
el AMP ciclico también mediara la represifn catab6lica en eu-
cariotes, para ello se usaron mutantes de hongos, Neurospora
crassa y de levaduras Saccharomyces cerevisiae. En estos or-

ganismos sin embargo no pudo demostrarse que el AMP ciclico
actuara en fendmenos de represién catab6lica (153) (154).

V-2. Adenil ciclasa en protistas.

Los estudios del AMP ciclico y la adenil ciclasa
en protistas han permitido dilucidar mecanismos de regula-
cién relacionados con el mismo, ademds de conocer mejor las
caracteristicas moleculares y funcionales de la enzima respon-
sable de su sintesis.

A continuacién se detallan algunos de los estudios
realizados en diferentes organismos respecto de la adenil ci-
clasa y su producto de reaccién.

V-2.1. Protozoarios.

- Paramecium tetraurelia

Este organismo es un ciliado que representa un mo-
delo interesante de organella excitable. Posee una membrana
excitable,portadora de canales para Ca2+ sensible a las di-

ferencias de potencial (155). E1 Ca2+

penetra en la cilia du-
rante el potencial de accién Ca2+/K+, constituyendo la senal
primaria para el movimiento ciliar (156). Se identificaron

varias enzimas relacionadas con el sistema de nucleftidos ci-



clicos. La membrana ciliar contiene una guanil ciclasa

(EC 4.6.1.2, GTP pirofosfato-liasa-ciclante-GC) (157), una
quinasa de proteinas dependientes de AMP ciclico y otra depen-
diente de GMP ciclico (158) y una actividad de adenil cicla-
sa (159). Esta Gitima enzima se encuentra asociada a la frac-
cién de membranas; la actividad es 10 a 20 veces mayor en pre-

sencia de Mn2+ que en presencia de M92+ y no es afectada por

F

- Tetrahymena piriformis.

Este protozoo es un ciliado en el que 1os niveles
de AMP ciclico varian de acuerdo al ciclo de vida. Durante
la fase logaritmica de crecimiento aumenta continuamente pa-
ra disminuir paulatinamente en la fase estacionaria. Esto es
concordante con las variaciones en las actividades de adenil
ciclasa y fosfodiesterasa. La adenil ciclasa es similar a la
de eucariotes superiores, ya que es dependiente de M92+ y es
afectada por fluoruro, serotonina y adrenalina (160). La di-
ferencia es que estd debilmente asociada a membrana.

En Tetrahymena el AMP ciclico regula como en euca-
riotes superiores, el metabolismo de carbohidratos a nivel

de la fosforilasa del glucégeno y la glucégeno sintetasa (161).

V-2.2. Mucor.

Tanto Mucor racemosus (162) como Mucor rouxii (163)

son ficomicetes dimérficos que al ser crecidos en condiciones
aerf6bicas, desarrollan forma micelar mientras que cuando lo
hacen en anaerobijosis adquieren caracteristicas levadurifor-
mes. Se encontrd ademds que cuando se cambia en los medios

de cultivo de una atmésfera anaerfbica a una aer6bica, se pro-
duce una disminuci6én de 1os niveles de AMP ciclico. Sin embar-
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go, cuando se agrega dibutiril-AMP ciclico no ocurre la tran-
sicidén de levadura a la forma filamentosa.

Cantore y colaboradores (164) hallaron que la acti-
vidad especifica de la adenil ciclasa en extractos de Mucor
rouxii no variaba con la morfologia del hongo. Aunque 1los
niveles mds altos de la misma aparecen en las esporangiospo-
ras, disminuyendo inmediatamente al comenzar la germinacidn
durante ¢1 ciclo aer6bico, para aumentar nuevamente al iniciar-
se la fase estacionaria de crecimiento. Esta adenil ciclasa
se encuentra asociada a las fracciones particuladas, de las
que se aisla por tratamiento con detergente no i6nico como
el Lubrol PX. Tiene dependencia estricta por Mn2+ Yy es insen-
sible a fluoruro y guanil nucleétidos.

V-2.3. Saccharomyces.

Las levaduras del género Saccharomyces tales como
S. cerevisae o S. carlbergénesis, son organismos anaerdbicos
facultativos cuyo crecimiento vegetativo es producido por ge-

neracidon. Poseen una gran capacidad de utilizacién de azlca-
res como fuente de carbono y durante\su crecimiento anaer6bi-
co estdn sujetos a represifén catab6lica.

La primera evidencia respecto del rol del AMP cicli-
co en el control del metabolismo en levaduras, fue obtenida
por Van Wijk y Konijn (165) quienes vieron que los niveles
de AMP ciclico aumentaban al cambiar la fuente de carbono.
Ademds, Mahler y Lin (166) demostraron que el AMP ciclico a-
gregado a S.carlsbergensis cultivadas en un medio con gluco-

sa puede sustraerlas de la represidén por catabolitos. También
se vio que levaduras provenientes de cultivos con lactato o
con baja concentracién de glucosa aumentan l1os niveles de AMP
ciclico en su fase estacionaria temprana (167). Sin embargo
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Matsumoto (154) descartd recientemente la posibilidad de que
el AMP ciclico tuviera algun rol en la represidon catabdlica
de S. cerevisiae. En membranas de S. fragilis hallaron acti-
vidad de adenil ciclasa, 1a cual aumenta de tres a cuatro ve-
ces al llegar a la fase estacionaria en cultivos aerdbicos.

Esta enzima en Sacchromyces cerevisiae se encuentra asociada

a membranas y en 1983, Bourne demostr6 por estudios de inac-
tivacion térmica, que poseia no s6l1o una subunidad cataliti-
ca (C) sino también un componente N, el cual le conferia la
posibilidad de utilizar como sustrato MgATPZ™ y 1a sensibili-
1ad a quanil nucleédtidos.

V-7.4. Blastocladiella.

Este ficomicete se presenta como una célula flage-
lada sin pared celular, que en condiciones apropiadas retrae
su flagelo, sintetiza pared celular y forma un tdbulo germi-
nal (germinacid6n) que forma un sistema rizoidal que crece rd-
pidamente (fase vegetativa), cuando se acaban los nutrientes
se inicia la esporulacién (169).

En Blastocladiella emersonii la actividad de ade-

nil ciclasa cambia durante el ciclo de vida. Durante la fase
vegetativa es muy baja, aumentando considerablemente durante
la esporulacidén; concomitantemente con ello hay un aumento
de la actividad fosfodiesterdsica, es decir que los niveles
de AMP ciclico permanecen constantes durante la variacidn
morfolégica (170).

La adenil ciclasa de este organismo se encuentra
en la membrana, tiene dependencia estricta de Mn2+ y no es

estimulada por fluoruro ni catecolaminas
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VI. Neurospora crassa.

VI-1. Ciclo de vida.

La Neurospora crassa es un hongo de la clase Ascomycetes.

En la figura 12 se esquematiza el ciclo de vida de dos cepas
de Neurospora pertenecientes a tipos de apareamiento compati-
bles. En el ciclo asexual crecen vegetativamente como hongos
pluricelulares y filamentosos, formando esporas asexuales de-
nominadas conidias, que pueden iniciar nuevos micelios. Cada
tipo haploide de apareamiento forma durante el desarrollio ve-
getativo una estructura denominada protoperitecio, que es el
predecesor de la estructura sexual. Al producirse la fecunda-
cién, esos protoperitecios se transforman en peritecios madu-
ros. E1 apareamiento implica la transferencia de una conidia
0o un trozo de micelio del extremo de una hifa delgada, 1lama-
da tricdégina, que sobresale del protoperitecio. La fusifn se
produce entre la tricégina y la célula fecundante, y los na-
cleos de éstas Gltimas se mueven hacia abajo por la tricégi-
na hasta el interior del protoperitecio. Los nilcleos de las
dos estructuras de apareamiento quedan entonces asociados en
parejas y se dividen sincrdnicamente al mismo tiempo que co-
mienzan a desarrollarse hifas ascbgenas especiales. Las pare-
jas de ndcleos diferentes se mueven hacia las hifas ascégenas
formando cada hifa un gancho o uncfnulo en su extremo. Se de-

-

sarrollan entonces septos y la hifa se divide en tres células.

Se produce la fusién nuclear en la célula central, en la cur-
vatura del uncinulo, formdndose un nicleo diploide (lnica e-
tapa diploide del ciclo de la Neurospora). El nidcleo diploi-
de sufre meiosis (divisién de reduccién) casi inmediatamente,
produciendo cuatro ndGcleos haploides. Al mismo tiempo, la cé-
lula en que se estd produciendo la meiosis se alarga répida-
mante, formando una célula tubular denominada asco. Cada uno
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de los nidcleos haploides de esta célula se dividen mitotica-
mente, de modo que en el asco hay ocho nicleos; cada uno de
ellos es el predecesor de un esporo de pigmentacidn oscura

y de paredes gruesas, el ascosporo. Durante la formacifn del
asco y los ascoporos, el protoperitecio se alarga y madura
dando lugar al peritecio también de color oscuro y paredes
gruesas. Cuando este (1timo cuerpo se rompe, son expelidos
los ascos que contenfa (171) (172).

VI-2. Requerimientos nutricionales

La Neurospora crece en medios conteniendo carbohi-
dratos como fuente de carbono, sales minerales y biotina co-
mo vitamina. Los hidratos de carbono utilizados generalmente
son: glucosa, manosa, fructosa, xilosa, sacarosa, trehalosa,
maltosa, celobiosa, acetato y succinato. E1 amonio puede ser
la fuente de nitr6geno, asf como también nitritos, nitrato,
urea, amidas, aminodcidos o purinas. Solo el fosfato inorgd-
nico actua como fuente de fésforo y el i6n sulfato al igual
que metionina y tiosulfato pueden actuar como fuentes de azu-
fre. Son necesarios también los siguientes elementos: potasio,
magnesio, hierro y oligoelementos. E1 pH 6ptimo para el cre-
cimiento del hongo estd dado entre 4,0 a 7,5 y la temperatu-
ra estd entre 28 y 35°C.

Neurospora es un organismo aerdbico absoluto y no
pat6geno

VI-3. Adenil ciclasa

Flawid y Torres (8) encontraron actividad de adenil
ciclasa asociada a membranas de fracciones subcelulares de
la mutante "slime" de N. crassa (FGSC1118). Esta mutante ca-




- 47 -

rece de pared celular, crece como protoplastos aislados de

15 a 30 um de tamafio. Esta enzima tiene dependencia estricta
por Mn2+ y es insensible a fluoruro, catecolaminas, ACTH, gua-
nil nucleftidos y toxina del c6lera. E1 verdadero sustrato

de la enzima es el complejo ATPMnZ'.‘E1 Mn2+ como tal es ac-
tivador a bajas concentraciones del sustrato, mientras que el
ATP es inhibidor porque desplaza del sitio activo al sustra-
to (173).

Los mismos autores la solubilizaron con el detergen-
te no idénico Lubrol PX. De los extractos solubilizados la en-
zima fue parcialmente purificada y caracterizada.

Ademds, encontraron que incubando estas membranas
con glucagén habfa una activacién de la enzima (174) mientras
que no lo habfa con la enzima solubilizada. Corroboraron tam-
bién "in vivo" el efecto del glucagén en el control del meta-
bolismo del glucdgeno.

Por otra parte, Kornblihtt y colaboradores estudia-
ron una forma soluble de la enzima provenientes de cepas mi-
celiales de N. crassa (175). Esta adenil ciclasa es de caréc-
ter soluble y tiene propiedades similares a la asociada a mem-
branas respecto de Mn2+, fluoruro, ATP y GTP. Los pardmetros
moleculares e hidrodindmicos calculados permitieron concluir
que la actividad soluble es similar a la descripta para el
componente catalitico (C) de los sistemas regulables por hor-
monas de tejidos mamiferos. Esta misma enzima posteriormente
fue purificada hasta homogeneidad proteica por Reig Macia

(176).

VI-4. Quinasas de protefnas y fosfodiesterasas de nucledtidos

ciclicos.

En 1974 se describié la actividad quinasa de protei-
nas soluble, proveniente de extractos de Neurospora crassa.
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Esta actividad era independiente de AMP ciclico (177).

Posteriormente, Judewicz y colaboradores (178) re-
solvieron tres acrividades de quinasa de proteinas en el elui-
do de columnas de DEAE-celulosa, siendo una de ellas estimula-
da por AMP ciclico. Esta quinasa fue caracterizada encontran-
dose que su peso molecular es de 118.000D y estd constituida
por una subunidad catalftica (55.000D0) y una subunidad regu-
latoria (57.000D) (179).

Por otro lado, Scott y Solomon (180) describieron
una actividad fosfodiesterasa de AMP ciclico asociada a frac-
ciones particuladas de extractos de Neurospora crassa . Los
estudios recientes de Téllez de IfAé6n (181) han permitido ca-
racterizar dos actividades de fosfodiesterasa de nucleétidos
ciclicos en fracciones solubles de extractos de N. crassa.
Estas actividades fueron aisladas por cromatografia en DEAE-

celulosa y de acuerdo a su orden de elucidén se las denominé
fosfodiesterasa I y II. La fosfodiesterasa I utiliza como sus-
trato tanto AMP ciclico como GMP ciclico, mientras que la II
utiliza GMP ciclico preferentemente.

VI-5. Diferenciacifn y mutantes.

En Neurospora existe una familia de mutantes deno-
minadas "crisp", que se caracterizan por poseer un fenotipo
colonial,por la carencia total de hifas aéreas y acumulacidn
prematura de conidias. En estos mutantes esta bloqueado el
proceso de diferenciacién que da lugar a la elongacidn de las
hifas.

Terenzi y colaboradores (182) observaron que varias
cepas con mutacién en el locus cr-1 presentaban baja activi-
dad de adenil ciclasa. La adicién de AMP ciclico al medio de
cultivo de estas cepas restituye en las mismas la capacidad
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de elongar las hifas dando un fenotipo similar a la cepa sal-
vaje. Esta reversién morfolégica implica ademds una inhibicidn
para formar conidias en la superficiedel cultivo (183). Las
mutantes de los loci cr-2 y cr-3 tienen el mismo fenotipo que
la cr-1, pero los niveles de adenil ciclasa son normales y

no revierten su morfologia por el agregado de AMP ciclico
(184).

En cuanto a los niveles de intracelulares de AMP
ciclico, estos son muy bajos en las mutantes cr-1 y normales
en las cr-2 y cr-3 (185).

Por otra parte, en cultivos en medio 1iquido de 1la
cepa salvaje los niveles del nucleftido no varian, salvo el
incremento durante un pequefio 1apso en el comienzo de la fa-
se estacionaria. Concomitantemente con ello hay un aumento
en la actividad de 1a adenil ciclasa pero no en la fosfodies-
terasa.

Si bien adn no se conoce con exactitud los mecanis-
mos moleculares de 1a accién del AMP ciclico sobre el controtl
de 1a morfologfa en N. crassa, se sabe de su requerimiento
para la formaci6n de hifas aéreas y para la transicién del
hongo al ciclo sexual de crecimiento.

VII. Trypanosoma cruzi.

Los pardsitos de la familia Trypanosomatidae se ca-
racterizan por tener un flagelo y un cinetoplasto unicos
E1 género Trypanosoma comprende pardsitos digénicos que tie-
nen por 1o menos en uno de sus estadios de desarrollo la for-
ma trypomastigote. Segin Hoare (186) este género se divide
en dos secciones: salivaria y estercoraria. La primera compren-
de un grupo de trypanosomas patSgenos, que se multiplican en
el mamf{fero en el estadio tripomastigote, completan el desa-
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rrollo en la estaci6n anterior del vector y son transmitidos
por inoculacién; la Gnica excepcién es el T. equiperdum, que
se transmite directamente de mamffero a mamifero. La segunda
seccién agrupa especies no patégenas, con la excepcifn del

T. cruzi. Los pardsitos agrupadds en esta seccidon se multipli-
can en el mamifero como amastigotes o epimastigotes, comple-
tan su desarrollo en la estaci6n posterior del huésped inter-
mediario y son transmitidos por contaminacién, a excepcidn

del T. rangeli que completa su desarrollo en la estacidén an-
terior y es transmitido por inoculacién.

E1 Trypanosoma cruzi es un pardsito cuyo ciclo de
vida involucra la alternativa de dos huéspedes, un huésped
mamifero y un insecto hemat6fago que representa al huésped
intermediario o vector. Este protozoo parasita el intestino
de un gran nidmero de especies de triatominos siendo el Tria-
toma infestans el principal vector en nuestro medio.

Durante su ciclo evolutivo adopta aspectos morfolé6-
gicos diferentes y es la existencia o ausencia de flagelo 1i-
bre y su posicién en relacién al nidcleo lo que configura su
caracteristica morfolégica. E1 cinetoplasto, el cuerpo basal
y la porci6n emergente del flagelo se encuentran como un con-
junto estructural respecto al nicleo del pardsito (figura 13).

<> \—CINETOPLASTO
§)-)-NUCLEO

—CINETOPLASTO

—— FLAGELO FLAGELO

-\—CINETOPLASTO

NUCLEO

TRIPOMASTIGOTE AMASTIGOTE EPIMASTIGOTE

Figura 13. Diagrama que ilustra las formas morfolégicas en el ciclo bio-
16gico de Trypanosoma cruzi.
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El1 pardsito que es depositado sobre la piel o muco-
sas del mamffero con las deyecciones del insecto vector (tri-
pomastigote metacfclico) puede penetrar en los tejidos del
hospedador definitivo y una vez dentro de la célula del mami-
fero se diferencia a amastigote, forma bajo la cual se multi-
plica por divisién binaria simple, luego de varias generacio-
nes los amastigotes se diferencian a tripomastigotes abando-
nando la célula huésped por ruptura de la misma, pasando a
la circulacién desde donde invadirdn nuevas células reinician-
do el ciclo. Dvorak (187) demostr6 "in vitro" que el nimero
de generaciones del pardsito en cada célula, a partir de un
tripomastigote que penetra a la misma, es de nueve y que el
tiempo de generacidn del pardsito es de aproximadamente tre-
ce horas, variando ligeramente segin el tipo de célula utili-
zada para el cultivo. Antes de multiplicarse el pardsito pre-
senta un perfodo de latencia de aproximadamente 34 horas, lue-
go de la novena generacifn se observa que los amastigotes se
diferencian a tripomastigotes por proyeccién fusiforme (por
1o que en algln momento se pasarfa por una etapa de epimasti-
gote) y posteriormente abandonan la célula pudiendo infectar
inmediatamente una nueva célula.

E1 huésped intermediario que se alimenta sobre un
mamifero infectado puede ingerir con la sangre al pardsito
circulante (tripomastigote), éste a medida que progresa en
la luz del intestino se redondea y pierde la porcidon libre
del flagelo, diferencidndose a amastigote y/o esferomastigo-
te (en este caso conservarfa una porci6én libre de flagelo)
(188) y luego a epimastigote, el que se multiplica activamen-
te en la regién del intestino medio, finalmente estos epimas-
tigotes se diferencian a tripomastigotes metaciclicos en 1la
ampolla rectal del insecto. No se ha demostrado penetracidn
celular en el vector pero si una estrecha relaci6n entre las células
epiteliales del mismo y la membrana celular de T. cruzi. Los tripomasti-
gotes metaciclicos son los que se clasicamente se considera que poseen
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capacidad infectante. Cuando un triatomfneo infectado vuelve a alimen-
tarse defeca mientras come y en las deyecciones habrd tripomastigotes me-
tacfclicos que pueden penetrar en los tejidos del hospedador definitivo.
En la figura 14 se esquematiza el ciclo biolégico del
Trypanosoma cruzi.
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Figura 14. Ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi.
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VII-1. Requerimientos nutricionales.

E1l Trypansosoma requiere para crecer de un medio
muy rico y complejo. Necesita com fuente de energia glucosa
o algin otro sustrato hidrocarbonado tal como citrato, aceta-
to, succinato o glucosamina. La presencia de todos los amino-
dcidos es importante, al igual que la de purinas y pirimidi-
nas. Se requieren ademds cantidades apreciables de cloruro de
sodio y fosfato didcido de potasio. Un componente fundamental
para el crecimiento es ademds la hemina, ya que Trypanosoma
cruzi es incapaz de sintetizar el anillo de las profirinas.
Segin el medio de cultivo se debe adicionar suero fetal bovi-
no o albimina com fuente de factores de crecimientos. E1 pH
6ptimo es 7,4, dado por el tampén HEPES y NaHCO3 y la tempe-
ratura no debe superar los 30°C.

VII-2. Adenil ciclasa.

En 1977, Collj y colaboradores (190) describieron
actividad de adenil ciclasa asociada a preparaciones particu-
ladas de formas epimastigotes de Trypanosoma cruzi, cepa Y.

Al igual que la enzima de Neurospora, la reaccién
requiere, en forma estricta, como catién divalente al Mn2+,
constituyendo el verdadero sustrato de la misma el complejo
binario ATP-MnZ', dando un valor en el coeficiente de Hill

(n) con un rango entre 1.5 y 2.

VII-3. Quinasas de protefnas y fosfodiesterasa de nuclefti-
dos cfclicos.

Recientemente, Rangel-Aldao (191) ha descripto dos
actividades de quinasas de protefnas provenientes de extrac-
tos de epimastigotes de T. cruzi. Ambas son independientes
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de AMP ciclico, fueron aisladas por cromatograffa en DEAE-
sefacel y tienen similares especificidades por sustratos
exfgenos

En 1980, Colli y colaboradores (192) encontraron
en la forma epimastigotes de T. cruzi, una actividad fosfo-
diesterasa de AMP cfclico, la cual no es dependiente de Ca2+.
Sin embargo Tellez de Ifi6n aislé y purificé una actividad fos-
fosdiesterasa de AMP ciclico que al ser ensayada en presencia
de Ca2+ es activada por calmodulina de T. cruzi, de cerebro
bovino y de N. crassa. Esta activacién es revertida por EGTA,
clorpromazina, fenotiazina y verapramil (bloqueador del canal
de Ca2+). La mdxima activacién la logra con calmodulina de
T. cruzi y de N. crassa (comunicacién personal).

VIII. Respuesta inmune.

La primera 1fnea de defensa que se pone en juego
ante la entrada de una sustancia extrafia en un organismo, es
la captacién y eventual destrucci6én de la particula, sea ella
inerte o viva, por células especializadas denominadas macr6-
fagos que fagocitan las partfculas.

E1 estudio evolutivo del mecanismo conocido como
fagocitosis muestra que, en los seres biolfgicamente menos
evolucionados, comienza siendo un proceso meramente nutricio-
nal. A lo largo de la filogenia es dable observar, sin embar-
go, que con la aparicién de células o sistemas mds evolucio-
nados y perfeccionados este proceso es reemplazado en su fun-
cién primitiva y pasa convertirse en un mecanismo empleado
en la resistencia del organismo a distintos agentes. Es decir,
comienzan a esbozarse entonces las primeras manifestaciones
de una inmunidad no especifica.

La inmunidad especffica, en cambio, implica no ya
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la adaptaci6n de una funci6n, como por ejemplo la fagocitosis,
a otros fines sino la creaci6n de nuevas funciones con 6rganos,
lineas celulares, pasos metab6licos, etc., en especial y con
exclusividad dedicadas a mantener la integridad del organis-

mo contra agresiones, sean externas o0 internas.

La mds precoz diferenciacién histolégica especifi-
ca ligada a la resistencia, aparece en el sistema linfoideo
diseminado de los vertebrados primitivos y filogenéticamente
concluye en la compleja y sutil especificidad encontrada en
los vertebrados con la sfntesis de una clase muy particular
de protefnas, los anticuerpos, acompafiada de proliferacidn
de las células productoras de los mismos y el desarrollo de
la denominada memoria inmunogénica (193).

VIII-1. Anticuerpos policlonales."

Los anticuerpos, o mds especificamente las inmuno-
globulinas, son moléculas proteicas portadoras de sitios que
reconocen la estructura de los determinantes o epitopes situa-
dos en la superficie de la sustancia extrafia, o antigeno, y
se unen a ellos.

La combinacién del antfgeno con el anticuerpo, de-
sencadena ciertos procesos capaces de neutralizar y eliminar
la sustancia extrafia. La respuesta del anticuerpo a un anti-
geno tipico es muy heterogénea. En el bazo de un mamifero hay
hasta un millén de 1fneas celulares diferentes de linfocitos
B, las células precursoras de las células plasmaticas que a
su vez son las encargadas de sintetizar y segregar las inmu-
noglobulinas. Aunque todas ellas derivan de un tronco comin,
cada estirpe adquiere la capacidad de producir independiente-
mente una sola especie de anticuerpo que reconoce exclusiva-
mente a un determinante antigénico o epitope.

Cuando se inyecta un agente inmunizante en un ani-
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mal, éste responde elaborando anticuerpos dirigidos contra

las distintas moléculas antigénicas del material inyectado

y contra los distintos determinantes de las mismas, de mane-
ra tal que se produce una gama variada de inmunoglobulinas

que reconocen en grado variable a todos los sitios determinan-
tes.

Es poco menos que imposible separar totalmente los
distintos anticuerpos, por cuya razén los antisueros conven-
cionales contienen mezclas que difieren de un animal a otro.

Cada anticuerpo se elabora en una linea distinta
de linfocitos y células plasmdticas derivadas.

Si separdramos una célula tal que produzca un ini-
co anticuerpo especffico para que prolifere en un cultivo,
la progenie o clon de esta cé&lula serfa una fuente de gran-
des cantidades de un solo anticuerpo que reconoce exclusiva-
mente a un Unico determinante antigénico, constituyendo asf
1o que se denomina "anticuerpo monoclonal". Pero lamentable-
blemente las células secretoras de anticuerpos no pueden man-
tenerse en un medio de cultivo.

VIII-2. Anticuerpos monoclonales.

Hay ciertos tumores malignos del sistema inmume
1lamados mielomas, cuyas células, que poseen una gran capaci-
dad de proliferaci6fn, producen grandes cantidades de inmuno-
globulinas monoclonales anormales denominadas proteinas mie-
16micas. E1 tumor es un clon inmortal de células descendien-
tes de una udnica célula progenitora; las células del mieloma
pueden cultivarse indefinidamente y todas las inmunoglobuli-
nas que segregue tendran una estructura quimica idéntica. Es-
tas inmunoglobulinas son, en efecto, anticuerpos monoclonales,
pero no hay forma de saber contra qué antfgeno se dirigen ni
de que modo pueden inducirse mielomas que produzcan anticuer-
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pos frente a un antigeno especifico.

En 1975, Milstein y colaboradores (194) pudieron
fusionar células de mieloma de ratén con linfocitos de bazo
de ratones inmunizados con un determinado antigeno. Las célu-
las del mieloma hibrido resultante o "hibridoma", expresaban
tanto la propiedad del linfocito de producir anticuerpos es-
pecificos como el cardcter inmortal de las células mielémi-
cas (figura 15). Estas células hfbridas o hibridomas pueden

manipularse mediante las técnicas aplicables a los cultivos
permanentes de células animales. Cada célula hibrida puede
clonarse y cada clon produce grandes cantidades de anticuer-
pos monoclonales. A su vez, 1os clones pueden conservarse in-
definidamente y en cualquier momento pueden tomarse muestras
de ellos para su cultivo o inyeccidn en animales a fin de ob-
tener anticuerpo monoclonal en gran escala. Los anticuerpos
altamente especificos producidos por este método general, han
constituido una herramienta de notable versatilidad en muchas
dreas de la investigacién biolégica y la clinica médica.

AGn cuando la fusién celular puede ocurrir esponta-
neamente, esto no es 1o usual y por ello se requiere de dife-
rentes agentes que incrementen notablemente el proceso y per-
mitan un estricto control del mismo.

E1 agente fusogénico mds comunmente utilizado es
el polietilenglicol (PEG). Exactamente qué efecto ejerce el
PEG es dificil de explicar, se ha medido una serie de paradme-
tros usando diferentes concentraciones del mismo y se obser-
v6 que el agua fisicamente libre disminuye al aumentar el
porcentaje de PEG. Se encontré que la mayor eficiencia esta-
ba dada cuando la concentracién de PEG era de 40-50% (P/V).
En estas condiciones no existen moléculas de agua fisicamen-
te libre.

Recientemente se ha reemplazado, en muchos laborato-
rios, la fusién mediada por PEG por la electrofusién (195)
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Esta técnica se basa en dos fen6menos resultantes de la inter-
accién de un campo eléctrico con partfculas neutras en solu-
cién. E1 primero de ellos es conocidoe como dielectroforesis

y produce la orientacién y desplazamiento de particulas neu-
tras en campos eléctricos no homogéneos. E1 segundo, estd di-
rectamente relacionado con la tensifn de ruptura de la mem-
brana celular. La orientacién de las células y la posterior
ruptura de las membranas mediante la aplicacién de un pulso

de voltaje, de duracién e intensidad convenientes, da como
resultado la fusibén celular.

Con esta nueva técnica es posible obtener un alto
rendimiento en la produccién de células hfbridas.

Todas las células son capaces de fusionarse, pero
no todas 1o hacen con la misma eficiencia o poseen la misma
abilidad para sobrevivir. Las células blastoides, las cuales
estdn dividiéndose activamente, son las mejores células para
fusionar con mielomas. Esto no es porque la fusifn sea mds
eficiente sino porque es requerido que posteriormente ciertas
caracterfsticas de ambas células parentales se expresen. Si
la célula, previo a la fusién, no se encontraba en la etapa
blastoide, su nicleo no entrard en divisién mitdtica al mis-
mo tiempo que la célula de mieloma. E1 resultado serd una po-
blacién de células mieloides donde algunas de ellas contienen
un nucleo adicional que no presenta actividad genética.

Las primeras lineas de mieloma que se utilizaron
para la generacién de hibridomas producfan inmunoglobulinas.
Esto tenfa el inconveniente de que los anticuerpos monoclona-
les producidos estaban contaminados con las inmunoglobulinas
de los mielomas. Posteriormente se estableci6 el uso de lineas celu-
lares que producian solo uno de los tipos de cadenas, ya sea livianas (K)
o pesadas (M) y actualmente se utilizan aquellas lineas que no secretan
ningldn tipo de cadenas. En la figura 16 se ilustra la produccidn de cade-
nas de inmunoglobulinas que por pérdida de cromosomas da lugar a la obten-
cién de lineas no secretantes de algin tipo de cadena de inmunoglobulina.
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Linfocito Mieloma-Secreta cadenas livianas y pesadas

3

M tipos
1 correcto

4tipos
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Figura 16. Producci6én y secrecién de cadenas de inmunoglobulinas: H, L,
M y K son las diferentes cadenas producidas por células inmunes
o por lineas de mielomas. Las células fusionadas expresan todas
las cadenas, pero por pérdida de cromosomas se expresan menos

cadenas por célula.
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El resultado de una fusién celular da lugar a una
mezcla de células parentales, hfbridos hom6logos y 1o mds im-
portante, hfbridos heterélogos. Sin embargo, es necesario cre-
cer estas cé&lulas en condiciones tales que permitan sélo la
supervivencia de los hfbridos formados por linfocitos y mie-
lomas. Usualmente se utiliza un medio selectivo conteniendo
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (196). Las lineas de
mielomas utilizadas para este fin, son capaces de crecer y
dividirse "in vitro", pero han sido seleccionadas por un de-
fecto en la enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transfe-
rasa (HGPRT). La seleccién utiliza este defecto (HGPRT ) que
permite que las células sean incapaces de utilizar hipoxanti-
na y guanina exégena y asi dependen de precursores simples
y de la enzima dcido fé6lico reductasa para sintetizar purinas.

La actividad de la &cido f6lico reductasa es bloquea-
da por antagonistas tales como aminopterina (dcido 4 aminofg-
lico) y como consecuencia de ello se inhibe 1a sintesis de
purinas y timidina. Asf, la adici6én de aminopterina a célu-
las HGPRT™ las destruye, pues son incapaces de sintetizar pu-
rinas a pesar de existir hipoxantina ex6gena. La timidina a-
gregada al medio puede ser sustrato de la timidina quinasa
(TK) para formar timidina 5'-monofosfato (TMP), pero éste no
tiene ningdn valor si las células carecen de purinas.

De esta forma, las células resultantes de la fusidn
seran HGPRT' y serdn capaces de utilizar la hipoxantina ex6-
gena (y también timidina, si tienen TK). A pesar de poseer
un bloqueo en la sfntesis de purinas, por la presencia de ami-
nopterina, estos hfbridos pueden sintetizarlas y también TMP
por 1a via de rescate.

En las figuras 17.1, 17.2 y 17.3 se muestran los

aspectos bioquimicos del proceso.
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Hipoxantina

Isonina-5S-fosfato

Figura 17.3. Vfa de rescate para la sintesis de purinas.

Durante el perfodo de seleccién, los hibridos se
dividirdn y el nidmero de células ird aumentando paulatinamen-
te . Si los nGcleos se fusionan durante o posteriormente a
la divisi6én mit6tica, estos tendrdn un gran ndmero de cromo-
somas , 10os cuales serdn imposibles de mantener. Luego de las
divisiones mit6ticas, los cromosomas se excluirdn de los nue-
vos nicleos hacia el citoplasma para ser destrufdos. E1 ndme-
ro de cromosomas ird disminuyendo desde los aproximadamente
112 que posee al principio (72 del mieloma y 40 del linfoci-
to B) hasta 1legar a un nimero estable de 70-80. Como conse-
cuencia de esta exclusifn, muchas células pierden caracteris-
ticas esenciales ademds de perder viabilidad o no secretar
anticuerpos. Pero algunas de las cé&lulas conservan los cromo-
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somas responsables de la viabilidad y secrecién y son ellas
las iniciadoras de una nueva 1inea celular hibrida con carac-
terfsticas de crecimiento maligno. Ellas serdn los hibridomas.
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I. Neurospora crassa

I-1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo.

La cepa utilizada en la mayorfa de los experimentos
fue la tipo salvaje St. Lawrence 74 (§t.L. 74). Se usé también
la mutante "slime", cepa FGSC N°1118 (197). El1 uso de esta
mutante presenta una ventaja fundamental, crece como "proto-
plastos" aislados rodeados por una membrana plasmdtica, con
ausencia de pared celular, caracterfstica de la cepa salvaje
de Neurospora.

La cepa salvaje se cultivé en medio de Vogel (198)
suplementado con sacarosa al 2%(P/V) y 2,5 ul/ml de biotina.
Los cultivos se desarrollaron con agitacién rotatoria (100rpm)
a 30°C, durante 40 horas, en frascos de Erlenmeyer de 2.000 ml
conteniendo 500 ml1 de medio. Los cultivos se cosecharon por
filtracién en un embudo Biicher con vacfo, lavando con 500 ml
de agua destilada frfa. A continuacidn; el material se conge-
16 a -20°C y liofilizé6.

Los cultivos de 1a mutante "slime" se realizaron
de acuerdo a Woodward y Woodward (199), en los cuales el me-
dio minimo de Vogel contiene 10s siguientes agregados: 2% de
sacarosa, 0,75% de caldo de nutrientes, 0,75% de extracto de
levadura y 2,5 p1/ml de biotina. El1 crecimiento se 1levé a
cabo a 30°C durante 48-60 horas con agitacién rotatoria

(100 rpm).

I-2. Homogeneizacién y Fraccionamiento.

E1 material liofilizado se pulverizé en un mortero
en presencia de nitr6geno 1fquido. E1 polvo obtenido se tras-
vas6é a un vaso de precipitado, donde se homogeneiz6 con un
equipo Ultra Turrax (desintegrador de tejidos, modelo T 18/10,
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IKA), durante 1 minuto a mixima velocidad; esta operacidén se
repitié dos veces mds. Seguidamente se dejé evaporar el nitré-
geno y se resuspendié el material en TRIS-HCL 50 mM, pH:7,5
(tampén A) conteniendo PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo)
5 mM. La cantidad de tampén A agregada fue de 20 ml por gra-
mo de micelio seco. E1 material fue nuevamente homogeneizado
con Ultra Turrax. E1 extracto fue centrifugado a 1.100 x g por
10 minutos a 4°C. E1 sobrenadante obtenido se centrifugé a
12.000 x g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante de esta G(l-
tima centrifugacidn fue centrifugado a 105.000 x g durante
120 minutos. Este Gltimo sobrenadante fue denominado S105 y
constituye 1la fraccién soluble del micelio a partir de la
cual se realizaron los sucesivos pasos de purificacién de la
adenil ciclasa.

Las células obtenidas de 10s cultivos de la mutan-
te se colectaron por centrifugacién a 900 x g por 7 minutos.
E1 precipitado celular se resuspendié en una cantidad de
NaHCO3 ImM igual a la décima parte del volimen total del cul-
tivo, se dej6 30 minutos en frio. En este nivel, a la prepa-
racién se 1a 11am6 "lisado". Esta suspensiébn se centrifugé
por 15 minutos a 15.000 x g y el sobrenadante obtenido se cen-
trifug6 nuevamente a 105.000 x g por 60 minutos. El1 precipi-
tado logrado constituye la fraccién que denominamos "membra-
nas crudas", esta fraccién fue resuspendida en NaHCO3 ImM y
usada como fuente de enzima.

II. Trypanosoma cruzi.

I1-1. Cepa utilizada y condiciones de cultivo.

La cepa utilizada fue 1a 1lamada Tul 2, porque de-
riva de la cepa Tulahuén, que fue mantenida por inoculacién
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en ratas hasta 1979 y en cultivo hasta el presente (200). Es-
ta cepa sigue conservando su infectividad.

E1 estadfo del pardsito utilizado en los experimen-
tos, es el epimastigote. Las células fueron crecidas a 30°C
en un medio bifdsico completo (201), sin agitaci6n en Erlen-
meyers de 250 ml, conteniendo 50 ml de medio con agar y 5 ml
de medio 1fquido. Los pardsitos que crecen en la superficie
y son cosechados en la fase logarftmica de crecimiento (7
dias), se centrifugaron a 1.000 x g por 15 minutos a 4°C y
se lavaron 3 veces con una solucifén que contenfa sacarosa
0,25 M y KC1 5mM (SKS).

II-2. Homogeneizacién y Fraccionamiento.

Los pardsitos fueron resuspendidos en TRIS-HCL 50mM,
conteniendo 2-mercaptoetanol 1mM, en una relaci6n de 100 mg
de células (peso himedo) por 1 ml1 de tampén e inmediatamente
se sometieron a 1a ruptura. Esta se llev6 a cabo en un desin-
tegrador Sorvall-Ribi, por presifin y descompresién a 350kg/cm2
(5.000 psi), en atmésfera de nitr6geno. La ruptura se compro-
b6 en un microscopio 6ptico.

E1 homogenato fue centrifugado a 1.000 x g durante
15 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se centrifugé a
5.000 x g por 15 minutos a 4°C. Luego se centrifugé a 11.500x g
durante 10 minutos y a 30.000 x g por 30 minutos. Finalmente,
al sobrenadante se 1o someti§ a una ultracentrifugacidn a
105.000 x g por 150 minutos a 4°C.

A cada una de las fracciones se les midié la acti-
vidad de adenil ciclasa para determinar la loc¢alizacién de
la enzima.

Como consecuencia de l1os resultados obtenidos, pos-
teriormente se utilizé como fuente de enzima las fracciones
correspondientes a membrana plasmatica.
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III. Preparacifn del sustrato radioactivo de la adenil cicla-
sa[ 0(32P]ATP.

E1 método de ensayo de la adenil ciclasa usado en
esta tesis, se basa en la cuantificacién del AMPc "marcado"
radioactivamente con 32P, a partir de ATP(33) marcado en po-
sicién X , ya que este es el Gnico fosfato que se conserva
en la molécula del producto, luego de la catdlisis enzimdti-
ca (figura 18):

70 f f
P-0-CH
bR o 2 0
g 9 ADENll;eC{lCLAié&F',_O ,—0,,?_0_,'3_0
0 0 0
[«®P]ATP [*P]JAMPc  PPj
Figura 18.

La sfntesis del [2?P]ATP, se realizé por el método
descripto por Flawid y Torres (202). Este procedimiento invo-
lucra dos pasos:

1- Sintesis quimica del [?ZPIAMP, que implica la esterifica-
cién del 32P04H3 con el oxhidrilo en posicién 5' de la isopro-
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piliden-adenosina (figura 19), seguida de una hidr6lisis &ci-

da del grupo isopropilideno, para obtener 5'AMP marcado con
32
P.

2- Sintesis enzimdtica del [%fPJATP; utilizando como material
de partida el producto de la sintesis quimica,se efectuan si-
multaneamente las siguientes reacciones enzimdticas.

Mgz+

32

[32 + 32p_aDP + ADP

PI5'AMP + ATP
- mioquinasa

+
32 K 32
[“P]ADP + PEP —» ““P-ATP + PIRUVATO
piruvato quinasa

NH,

N
N/l \>
N\

5 ’
HO" CHZ
) L
3 2’
A
/c\
H,C CH,

Figura 19. Isopropilidén-adenosina
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Se procedié de la siguiente manera:
La solucidén clorhfdrica de fosfato inorgdnico radioactivo
(50 mCi) se 1levé a sequedad en un evaporador rotatorio. E]
sedimento se resuspendi6 en 4 ml de agua destilada, agregdn-
dose 5 umoles de fosfato inorgdnico "frfo". Volvio a evaporar-
se a sequedad y a resuspenderse el sedimento en 4 ml de agua.
Este procedimiento se repiti6é 3 veces con el objeto de elimi-
nar por completo el dcido clorhfdico en que viene disuelto
el 32P. Al sedimento de la Gltima evaporacién se le agregaron
60 mg de isopropi]idén-adenosina y se secd con acetonitrilo
en linea de vacio seglin Greenless y Symons (203).

E1 sedimento se resuspendié en 4-5 ml de acetonitri-
lo y se evapord nuevamente a sequedad. Este procedimiento se
repiti6 3 veces mds. Una vez que la preparacién estuvo total-
mente seca, se realizé la sintesis quimica: Se prepard una
mezcla de 3,2 ml de dimetil-sulféxido (solvente), 20 pl de
tricloro-acetonitrilo (agente condensante) y 25 pl de trietil-
amina (catalizador). Se agreg6 rapidamente la mezcla al baldn
de reaccidn que contenfa el 32Pi y la isopropiliden-adenosina,
se tap6 herméticamente y se incubé a 37°C durante 15-20 minu-
tos. A continuacifn se le agregaron 6 ml de dcido acético 5 N
y se calent6 en bafio de agua a 100°C, con el balén destapado,
durante 1 hora (hidr6lisis). Al cabo de ese tiempo, el conte-
nido del balén se evapord a sequedad, se resuspendié en 3 ml
de agua y se evapord nuevamente. Esta procedimiento se repi-

tié 4 veces.
Sintesis enzimdtica: E1 sedimento de la Gitima evaporacién

([32P]5'AMP) fue incubado durante 20 minutos a 37°C en una
mezcla de la siguiente composicién:
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tamp6én TRIS-HCL 100mM pH:7,4
MgC]2 15mM
KC1 100mM
ATP 0,16mM
PEP 7,5mM
Piruvato quinasa 20ug/ml
Mioquinasa 200ug/ml

E1 volumen total fue de 3,2 ml y la reaccién se detuvo por
el agregado de 3 ml de metanol, calentando luego en bafio de
agua a 100°C, durante 3 minutos.

Después de finalizada la sintesis enzimdtica, el contenido
del bal6én fue sembrado en una columna de DEAE-Sefadex A-25
(1x9 cm) forma bicarbonato, previamente lavada y equilibra-
da con agua destilada. Una vez que la muestra penetr6 en la
columna cromatogrdfica, se eluyé con un gradiente continuo
de bicarbonato de trietil-amina pH:7,5, de 0 a 1 M (volumen
total de gradiente 200 m1). Se recogieron fracciones de

7-8 m1 y la presencia de radioactividad en cada fraccién fue
estimada semicuantitativamente, mediante el uso de un detec-
tor tipo Geiger-Miller. En la figura 20 se muestra un perfil
tipico del elufdo de 1a columna de DEAE-Sefadex A-25.

Se juntaron las fracciones correspondientes al pico de ATP

y se evaporl a sequedad en el evaporador rotatorio. E1 resi-
duo se retomé en 5 ml de metanol, se evapord nuevamente y por
G1timo se resuspendid el sedimento en un volumen apropiado
de agua destilada (generaimente de 1 a 4 ml),

La caracterizacidon del ATP radioactivo se realizé por croma-
tografia ascendente en hojas de pol1eti1én-imino-celulosa,
conteniendo reactivo fluorescente, usando como solvente clo-
ruro de litio 1,5M. La posici6én de los nucleétidos utilizados
como patrones (ATP, ADP, AMP) fue detectada bajo luz U.V.,
emitida por una fuente marca Mineralight.
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Figura 20. Perfil de elucién de una cromatografia en DEAE-Sefadex A-25,

—  correspondiente a la mezcla de reaccién_después de la sinte-
sis enzimitica para la obtencién de [ 32P] ATP. Se estima
la radioactividad en cada fraccién semicuantitativamente con
un monitor (e).
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IV. Ensayo de la actividad de adenil ciclasa.

Composicion de 1a mezcla de incubaci6n: tampén
TRIS-HCL 50mM pH:7,5, 3-isobutil-1-metilxantina 0,2 mM,
AMP ciclico 1mM, Clen 0 C]zMg 2mM, fosfocreatina 2mM,
[cx32P]ATP 0,5mM (con una actividad especifica cue varfa
entre 50 y 200 cpm por pmol) y fraccién enzimdtica (50-200ug
proteina). E1 volumen total fue 0,1 ml y las incubaciones
se realizaron a 37°C por 3 a 10 minutos. La reaccién fue de-
tenida por el agregado de una solucidn que contiene ATP 40mM,
[3H]AMPC 12,5 mM (actividad especffica 3.000 cpm por mol) y
calentamiento durante 3 minutos en bafio de agua a 100°C (204).

E1 AMP ciclico formado fue purificado siguiendo
el procedimiento de cromatograffa secuencial en columnas Do-
wex-50 y Aldmina, descripto por Solomon et al (205). La base
del método consiste en separar el AMPc radioactivo de los o-
tros nucle6tidos (ATP, ADP, AMP),del Pi y del PPi a través
de una resina intercambiadora de cationes (DOWEX-50), los H*
de 1a resina se intercambian con los -NH; de la adenina. E1
AMPc es el dnico compuesto de fosfato parcialmente retenido
por la resina, pues su carga positiva (adenosina) no es total-
mente contrarrestada por la lGnica carga negativa del grupo
fosfato. Luego del pasaje por la Dowex 50, el AMPc es adicio-
nalmente purificado en una columna de alimina que retiene a
todos los fosfatos que pudieran adn, estar contaminando al
nucle6tido cfclico. En esta columna el AMP ciclico no se re-
tiene a pH neutro.

Los pasos de purificacién del AMP ciclico se deta-
11an a continuacién:

Una vez detenida la reaccifn enzimdtica, se agrega
1 ml de agua destilada a 1a muestra y se siembra en una colum-
na de DOWEX AG-50W-X4 (200-400 mesh) forma HY de 4 cm de lar-
go por 0,5 cm de didmetro interno. Luego del pasaje de la mues-
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tra, se lav6é con 5 ml de agua destilada en dos etapas, una

de un ml y otra de cuatro ml, descartdndose los eluidos. Des-
pués se pasaron 6 ml de agua, recogiéndose el eluido directa-
mente sobre una columna de aldmina neutra (3 x 0,5 cm) previa-
mente equilibrada con Imidazol-HCL 0,1M pH:7,5. Una vez pasa-
dos los 6 ml por la columna de aldmina, y habiéndose desecha-
do el eluido correspondiente, se lava la columna con 1 ml del
tamp6n de equilibrado y luego con 4 ml del mismo tampén, reco-
giéndose este Gltimo eluido en frascos de centelleo 1fquido.
La radioactividad se midié segin el método de Bray (206), ana-
diendo a los frascos 13,5 ml de 1a mezcla centelladora.

Las lecturas se realizaron en un contador de cente-
11eo Beckman LS-8100, utilizando el programa 6 del mismo, con
lectura para 3H y 32P. E1 AMP cfclico tritiado, agregado al
finalizar la incubacién, permite calcular el porcentaje de
recuperacién del AMPc luego del pasaje por las columnas.

V. Preparacién de hexil amino-sefarosa.

En 1a preparacién de hexil-amino-sefarosa, que se
usé en uno de los pasos de purificacién de la adenil ciclasa
de Neurospora crassa y Trypanosoma cruzi, se siguié el méto-

do descripto por Cuatrecasas (207).

A 50 g de sefarosa-4B, previamente lavada con agua
destilada, se la resuspendié en 50 ml de agua. A dicha suspen-
sién se 1o sometid a agitacién magné&tica en bano de hielo,
se le agregé 50 m1 de una solucién de BrCN (0,2g/m1), mante-
niéndose el pH en 11, con el agregado de NaOH 4N. Una vez es-
tabilizado el pH, se filtr6 la resina con vacio en un embudo
Biichner y se lavé con 500 ml de agua destilada y 500 ml de
NaCO3H 0,1M, ambos a 4°C. Luego, l1a resina se trasvasé a un
vaso de precipitado, conteniendo 80 ml de una solucién de
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1,6 diamino-hexano en NaCO3H 1M (0,15 g/ml), 1levado previa-
mente a pH:8 con HC1 concentrado. Esta suspensién se mantuvo
con agitacién magnética a 4°C durante 16-20 horas. Al térmi-
no de dicho tiempo, se lavé 1a resina con aproximadamente
1.000 mi de agua destilada, se resuspendi6 en etanolamina 1M,
manteniendo la agitaci6én magnética a 4°C por 2-3 horas.

Finalmente la resina fue filtrada y lavada exhaus-
tivamente con agua destilada.

VI. Solubilizacién de la adenil ciciasa de T. cruzi.

Se resuspendieron 10 g de Trypanosoma cruzi, cepa
Tulahuén 2, en TRIS-HC1 50 mM pH:7,5 (tampén A), conteniendo
2-mercaptoetanol 1mM. La ruptura y fraccionamiento posterior
se realizaron tal como se esepcific6 en el apartado II-2 de
esta seccién de "Materiales y Mé&todos".

La fraccién P105 obtenida, fue resuspendida en
TRIS-HC1 50 mM pH:7,5, 2-mercaptoetanol 1 mM, Lubrol PX 0,1%
(detergente no i6nico) y (NH4)2504 0,5M, esto constituye el
tamp6n de extraccidén. La suspensién de membranas fue someti-
da a agitacion magnética durante 60 minutos a 0°C. Al cabo
de dicho tiempo se centrifugé a 105.000 x g por 60 minutos.
El P105 extraido se resuspendi6 en tampén A y se midié en am-
bas fracciones la actividad de adenil ciclasa. El1 sobrenadan-
te de 105.000 x g (5105) del homogenato obtenido en presencia
del tamp6n de extraccid6n constituyé la fraccidn solubilizada
de la enzima, la cual se someti6 a los pasos de purificacién
que se detallan a continuacién.
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VII. Purificacién parcial de la adenil ciclasa de T. cruzi.

La fraccién 5105 obtenida de la extraccidn, se dia-
11z6 durante una noche a 4°C contra 50 voldmenes de una solu-
cién de TRIS-HCL 50 mM pH:7,5, 2 mercaptoetanol 1 mM (tamp6n
B), conteniendo Lubrol PX 0,1% (tampén C).

VII-1. Cromatografia en hexjlamino-sefarosa.

La fraccidn 5105 dializada (10 m1, 4 mg proteina/ml)
se sembrd en una columna de Hexilamino-sefarosa, preparada
tal como se especifica en el apartado V de este capitulo, el
lecho de resina fue de 1 x 15 cm y se equilibrd con tampén B.
Luego de aplicar la muestra en la columna, se lavé con 20 ml
de tampdon de equilibrio y se eluy6é por pasos, es decir apli-
cando tampén C conteniendo concentraciones crecientes de C1Na,
a saber 0,1-0,2-0,3-0,4-0,5 y 1 M. E1 volimen total del tam-
p6n eluyente fue de 50 ml; se recogieron fracciones de 1 ml
con un flujo de elucién de 0,5 ml por minuto. Las fracciones
que contenfan actividad de adenil ciclasa se reunieron y cons-
tituyeron la fraccién de Hexilamino-sefarosa.

VII-2. Enfoque isoeléctrico en columna.

Se utiliz6 una columna marca LKB de 110 ml de capa-
cidad. Los enfoques isoeléctricos fueron l1levados a cabo si-
guiendo las instrucciones del manual del uso provisto por LKB.
En todos los casos el medio estabilizante del gradiente de
anfolitos fue sacarosa.

Enfoque isoeléctrico en el rango de pH:5-8. Concentracidn fi-
nal de anfolitos en la columna 1%.

Polaridad: Anodo en la parte inferior de la columna.
Composicién de la solucidn an6édica: Sacarosa, 15 g; H20, 12 ml
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y dcido ortofosférico 1M, 4 ml.
Composicién de 1a solucién catédica: NaOH 0,25 M, 10 ml.

E1 gradiente de sacarosa y anfolitos se realizé a
partir de las siguientes soluciones:
Solucién densa, sacarosa 27 g, HZO 33 ml, anfolitos (solucién

al 40% P/V del rango de pH:5-8), 2 ml1 y de muestra 2 ml (frac-
cién de Hexilamino-sefarosa).

Soluci6én diluida, sacarosa 2,7 g, H20, 46,3 ml, anfolitos (so-
tucién al 40% P/V del rango de pH de 5 a 8), 0,7 ml.

En caso que el electroenfoque tuviera fines analfi-
ticos, la composicidén de las soluciones fue:
Solucién densa, sacarosa 27 g, H20 35 ml1 y anfolitos 2 ml de
solucién al 40% P/V.
Solucién diluida, sacarosa 2,7 g, H20, 52,3 ml y anfolitos

0,7 ml! de solucién al 40% P/V (X).

Una vez formado el gradiente de sacarosa se reali-
z6 la corrida a una potencia constante de 5W durante 20 horas,
manteniendo el sistema refrigerado a 4°C. La intensidad de
corriente y el voltaje inicial fueron 7 mA y 700 V respecti-
vamente. La intensidad final fue 2 mA y el voltaje final
1.800 V. Al dar por finalizada la corrida, el contenido de
la columna fue fraccionado por medio de una bomba peristdlti-
ca en alicuotas de 2 ml. E1 pH de las fracciones fue medido
a 4°cC.

(X) Cuando se formé el gradiente, se realizé un preenfoque
de los anfolitos, durante 6 horas a 1.600 V y 2 mA y pasado
ese lapso se retiré del centro de 1a columna, un voldmen del
contenido igual al voldimen de 1a muestra a sembrar (1 ml) por
medio de una bomba peristdltica LKB. Se ajusté la concentra-
cién de la muestra por agregado de sacarosa s6lida y se la
introdujo en l1a zona central del gradiente.
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VIII. Caracterizacidn molecular de la adenil ciclasa de T.cruzi.

VIIT-1. Ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa.

Los gradientes de sacarosa de 5 a 20% P/V se prepa-
raron en agua y 6xido de deuterio (D20), conteniendo TRIS-HC]
50 mM pH:7,5, 2-mercaptoetanol 1mM, NaCl 0,15 M y Lubrol PX
0,1%. Los gradientes fueron preparados en tubos de acetato
de celulosa (1,2 x 5 cm) y fueron sembrados 0,2 ml de una mez-
cla que contenia 1a preparacién enzimdtica y las siguientes
proteinas marcadoras: catalasa de hfgado bovino (0,1 mg/ml),
malato deshidrogenasa de corazén porcino (0,01 mg/ml), lacta-
to deshidrogenasa de midsculo de conejo (0,03 mg/ml) y citocro-
mo C de corazén de caballo (2 mg/ml). Las centrifugaciones
se realizaron en el rotor SW60 de Beckman, a 40.000 rpm duran-
te 18 horas a 4°C. Finalizada la corrida se colectaron frac-
ciones de 0,2 ml, succionando desde el fondo del tubo con una
cdnula conectada a una bomba peristdltica, a una velocidad
de 1 m1l/min.

VIII-2. Filtracién en geles de agarosa.

La filtraci6n se realiz6 en una columna de Bio-Gel
A-5m de dimensiones analfticas (0,9 x 75 cm) equilibrada con
tamp6n C. La muestra sembrada fue una fraccidn de Hexil ami-
no-sefarosa (0,8 ml1, 0,45 mg/ml) y se eluyé con el mismo tam-
p6n, a una velocidad de 0,8 ml/min. La temperatura se mantu-
vo a 4°C y las fracciones fueron de 1 ml. Las proteinas mar-
cadoras fueron cromatografiadas en forma individual en la mis-
ma columna. Dichas proteinas fueron @ -galactosidasa de
Escherichia coli (0,05 mg/ml1), fumarasa de corazdn porcino
(0,025 mg/ml1), malato deshidrogenasa, lactato deshidrogena-
sa y citocromo C, como se indicé en la seccién VIII-1 de es-
te capitulo. E1 volumen de exclusién fue determinado usando
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una suspensidén de Rhizobium meliloti conteniendo 6 x 108

bacterias/ml, siguiendo absorbancia a 660 nm.

VIII-3. Determinaci6n de las protefnas marcadoras en los gra-
dientes de sacarosa y en las columnas de Bio-Gel.

Citocromo C: se midié su absorcién en 410 nm (banda de Soret)
Malato deshidrogenasa: la activacién se detecté por el consu-

mo de NADH, en presencia de oxalacetato, siguiendo la dismi-
nucién de su absorbancia a 340 nm (208).

Lactaro deshidrogenasa: su actividad se determiné por el con-

sumo de NADH, en presencia de piruvato, del mismo modo que
para malato deshidrogenasa.

Fumarasa: se midié su actividad por la formacifn de fumarato,
que absorbe a 240 nm, en presencia de L-m&lico (209)

Catalasa: La disminucién de la oxidacién de ioduro a iodo,
acoplada a la reduccién del H202 por la enzima, permiti6 me-
dir su actividad (210).

M -galactosidasa: se valord utilizando o-nitrofenil- -D-ga-

A

lactopiran6sido como sustrato (208).

IX. C&lculo de los pardmetros moleculares e hidrodindmicos.

IX-1. Volumen especffico parcial.

E1 mé&todo usado fue desarrollado por Clarke (211)
y Meunier et al (212) para determinar el volumen especifico
parcial de complejos de protefna-detergente, mediante el and-
lisis de los coeficientes de sedimentacién en gradientes de
densidad hechos en H20 y DZO' La base del método fue descrip-
to por Edelstein y Schachman (213) y consiste en el cambio
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en el coeficiente de sedimentacién producido por el aumento
de densidad de la solucién por el uso de 020.
De acuerdo con el trabajo de Martin y Anes (214),
la distancia rs recorrida desde el origen por cualquier macro-
molécula sometida a ultracentrifugacién en un medio i (i: H

para H20 e i: D para 020) es:

ri= ki Sy (1-V /) (1)

donde ki es una constante en un medio,a una dada densidad pa-
ra cualquier macromolécula con el mismo volumen especifico
parcial; SZO,w es el coeficiente de sedimentacién de la macro-
molécula determinado en agua a 20°C; v es el volumen especi-
fico parcial y,/ i es la densidad del medio i. Dado que la
densidad / ; aumenta linealmente a 1o largo del gradiente de
sacarosa, se hace una estimacién promediada de ese pardmetro
tomando su valor a ri/2. Bajo estas condiciones, el error en
/P ; s menor que el 0,5%. Entonces dados dos gradientes de

sacarosa realizados en H20 y en 020, resulta:

" kH(l-V/pH)
: (2)

D kp(1-v /)

Siendo entonces:

_ Tukp - oy
v (3)

'”H"DFD " Toky /OH
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Dividiendo al numerador y al denominador del segundo térmi-
no de la igualdad (3) por erD’ resulta:

o
"oky
v= (4)
"wko fo y
- /'y
erH

Por otro lado, la ecuacién (2) puede plantearse asfi:

erD_ (I-VﬂH)
rp ky (1 - G/D) (5)

y segin la ecuacidn de Svedberg:

(1 - ‘7/!) Sy o

(1-7/p) o0

donde SH y SD son los coeficientes de sedimentacién aparentes
determinados experimentalmente en HZO y 020 respectivamente,
Y My ¥ "p las viscocidades de las soluciones en H20 y DZO res-
pectivamente, en la zona en que se ubica la macromolécula ana-

lizada.
De las ecuaciones (4), (5) y (6) es entonces:

Sulw
>0 7o

o Sy Tw /70 -1

Sp7 0

(7)
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La ecuacién (7) fue utilizada para calcular el v de la adenil
ciclasa S,, Sy, ny ¥ np fueron obtenidos a partir de la com-
paracién de la movilidad de la adenil ciclasa con respecto a
la de las proteinas marcadoras utilizadas, en los gradientes
de sacarosa en H20 y 020 y cuyos valores numéricos serdn pre-
sentados en el capitulo "Resultados y Discusién".

Las densidades/pD y /oH fueron determinadas por gravimetria,
utilizando una micropipeta de 50 pl.

IX-2. Radio de Stokes.

E1 valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a par-
tir del perfil de las filtraciones en geles de agarosa
(Bio-Gel). E1 valor fue estimado de un grdfico de a vs Ve/Vo
(volumen de elucidén normalizado respecto del volumen de ex-
clusién), obtenido con las proteinas marcadoras de pardmetros

moleculares conocidos.

IX-3. Peso molecular.

E1 peso molecular de la adenil ciclasa fue calcula-
do de acuerdo a la siguiente ecuacién (215):

61 N 7 20,w
1-V 0 20,

Siendo N, el numero de Avogadro; qzo’w, viscocidad del agua

a 20°C (1,100.10'zg/cm seg); a, radio de Stokes; Sp0.w» €0€-
ficiente de sedimentacién a 20°C en agua; v, volumen especi-
fico parcial; /720,w’ densidad del agua a 20°C (0,9888 cm3/g).

M= .a. S

20 ,w

IX-4. Coeficiente friccional.

E1 coeficiente friccional fue calculado utilizando
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los pardmetros moleculares previamente obtenidos (v, a, M)
de acuerdo con la siguiente ecuacién:

1/3
1’/f’0 = a. (——“\‘_N)
3My

Siendo f el coeficiente de friccién de la proteina y fo, el
coeficiente de friccién de la protefna esférica y anhidra de
igual masa.

[X-5. Pardmetros de las proteinas marcadoras.

En base a los datos recopilados por Haga et al (35)
fue confeccionada la tabla IV con los pardmetros moleculares
de las proteinas marcadoras que se utilizaron para la calibra-
cién en gradientes y cromatografias en geles de agarosa.

COEFICIENTE VOLUMEN

DE ESPECIFICO RADIO DE PESO
SEDIMENTACION PARCIAL STOKES MOLECULAR
520.W V a PM
PROTEINA (S) (m1/g) (rm)
@-Galactosidasa 15.9 0.76 6.84 520.000
Catalasa 11.3 0.73 5.21 247 .000
Fumarasa 8.95 0.738 5.29 194.000
Lactato
Deshidrogenasa 7.3 0.74 4.75 142.000
Malato
Deshidrogenasa 4.3 0.74 3.69 70.000
Citocromo C 1.7 0.73 1.87 13.300

Tabla IV: Pardmetros hidrodindmicos y moleculares de las protefinas
moleculares.



X. Purificacién parcial de la adenil ciclasa de Neurospora

crassa.

Se homogeneizaron 50g de micelio liofilizado en
1000 m1 de tampén A, conteniendo EDTA 0,5 mM, 2-mercaptoe-
tanol 1 mM, CINa 0,5 M y glicerol 5% (V/V). La homogeneiza-
cién y el fraccionamiento posterior se realizaron tal como
se especific6 en el apartado I-1 de "Materiales y Métodos".

La fraccién S105 obtenida, se dializ6 18 horas a
4°C contra 50 volimenes de tampén A, conteniendo 2-mercapto-
etanol 1 mM y glicerol 5% (V/V).

X-1. Cromatografia en Hexilamino-sefarosa.

Se sembraron 1.000 ml de 1a fraccién 5105 dializada
(3 mg proteina/ml) en una columna de hexilamino-sefarosa
(3 x 20 cm), preparada como se especific6d en el apartado VII-1
de "Materiales y Métodos" y equilibrada con tampén A, conte-
niendo 2-mercaptoetanol 1 mM. La columna fue lavada con 500 ml
de tampdn de equilibrado y elufda con un gradiente lineal de
CiINa en tampén A conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM, donde la
concentracidon de la sal vari6 de 0 a 0,7 M. E1 volumen total
del gradiente fue de 1.000 ml y se recogieron fracciones de
25 ml a una velocidad de 2 ml/minuto. Las fracciones que te-
nian actividad de adenil ciclasa, fueron combinadas, constitu-
yendo la preparacién de hexilamino-sefarosa.

X-2. Filtracidén en gel de agarosa.

La preparacién de hexilamino-sefarosa, se concentré
por ultrafiltracién utilizando una membrana Amicon UM30, hasta
un volumen de 7 ml (25 mg protefna/ml) y se sembrd en una colum-
nade Bio-Gel A-5m (100-200 mesh) (intervalo de fraccionamiento
para protefnas globulares: 10.000-5.000.000) de 2,5 x 87 cm
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y equilibrada con tamp6én A, conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM.
La elucién se realizé con el mismo tamp6n de equilibrado. Se
recogieron fracciones de 7 ml a una velocidad de 2,5 ml/minuto.
Las fracciones de mayor actividad especffica se combinaron cons-
tituyendo la preparacién de Bio-Gel.

XI. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

disociantes.

Se realizaron geles planos polimerizados en una celda
marca Bio-Rad, modelo 220.
Dimensiones del gel separador: 8 cm de alto x 1,5 mm de espesor.
Composicién del gel separador: acrilamida, 10% (P/V); bisacri-
lamida, 0,27% (P/V); SDS, 0,1% (P/V); TRIS-CIH 0,375 m pH: 8,8;
TEMED, 0,025% (V/V) y persulfato de amonio (PSA) 0,033% (P/V).
Dimensiones del gel concentrador: 1,5 cm de alto x 1,5 mm de es-
pesor; ancho de cada canal, 8 mm.
Composicién del gel concentrador: acrilamida, 5% (P/V); bisacri-
lamida, 0,13% (P/V); SDS, 0,1% (P/V); TRIS-C1H 0,125M pH: 6,8;
TEMED, 0,05% (V/V) y PSA, 0,1% (P/V).

Preparacidn de la muestra y electroforesis: antes de ser someti-
das a electroforesis, las muestras fueron dializadas 14-16 ho-
ras a 4°C, contra TRIS-CIH 10 mM pH: 7,5 y posteriormente fue-
ron liofilizadas. Luego se resuspendieron en 50-75 ul de una
mezcla desnaturalizante de la siguiente composicidn:

SDS, 2% (P/V); 2-mercaptoetanol, 5% (V/V); glicerol, 20% (V/V);
TRIS-C1H 0,06 M pH:6,8 y azul de bromofenol, 0,002% (P/V). Las
muestras fueron calentadas durante 3 minutos en bafio de agua a
100°C. E1 volumen de la muestra aplicada en cada canal fue de
50 pl, conteniendo entre 10 y 100 pug de proteina. E1 tampdn de
corrida fue TRIS-GLICINA 50 mM pH: 8,0, conteniendo SDS 0,1%
(P/V). La electroforesis fue realizada a una intensidad de co-
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rriente constante de 25 mA, durante 4-5 horas, manteniendo la
temperatura a 15°C. Las proteinas para la calibraci6n de los
pesos moleculares fueron: fosforilasa b (misculo de conejo),
albimina (suero bovino), ovoalbdmina (clara de huevo), anhidra-
sa carb6nica (eritrocito bovino) e inhibidor de tripsina (soja).
Los geles fueron fijados y tefiidos al mismo tiempo, durante 2
horas a 37°C en una solucifn acuosa que contenfa metanol 25%
(V/V), dcido acético 8% (V/V) y azul de Coomassie G o R 250
0,2% (P/V). E1 destefiido se hizo con la misma solucién pero sin
colorante.

Cuando la concentracién de protefnas en el gel no se detectaba,
se utilizaba la tincién con N03Ag, segn el método descripto
por Oakley (217).

XIT. Preparacidén de adenil ciclasa soluble de testiculo de

rata.

Se utilizaron ratas machos Wistar de 45 a 90 dfas
de edad con un peso promedio entre 200 y 250 g.
los animales fueron sacrificados por decapitacion. Luego se
extrajeron los testiculos e inmediatamente se practicé una
incisidén en la superficie de los mismos, depositando los tui-
bulos seminiferos en un vaso de precipitado sumergido en bafo
de hielo y eliminando la cdpsula testicular. E1 material fue
homogeneizado tres vollimenes de tamp6én A, conteniendo 2-mer-
captoetanol 1 mM y EDTA 0,5 mM, usando un desintegrador de
tejidos modelo SDT (Tekman Co.).
Esta operacidén y las siguientes se realizaron a 4°C. E1 homo-
genato se centrifugé a 7.700 x g por 10 minutos en una cen-
trifuga refrigerada marca Sorvall, modelo RC 5-B, usando el
rotor $SS-34. E1 sobrenadante de esta centrifugacién (que con-
tiene la mayor proporcién de actividad de adenil ciclasa), se
denomin6é preparacién cruda, la cual fue sometida a una ultra-
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centrifugacién a 105.000 x g durante 60 minutos en una centri-
fuga marca Beckman modelo L5-50, utilizando el rotor 50Ti. El
sobrenadante de esta ultracentrifugaci6én fue 1lamado 5105 y
constituyé la fraccién soluble de la adenil ciclasa de tes-
ticulo.

XIIT. Preparacién de membranas de hfgado de rata.

Las membranas plasmiticas de células hepdticas yux-
tapuestas que forman los canalfculos biliares, se aislaron
por el procedimiento de Neville (21).
Se utilizaron para ello 4 ratas de 2Q0 grs de peso aproximado,
a las cuales se decapité. Se extrajeron los higados y se los
limpié del tejido conectivo y vasos. Se los corté con tijeras
en pequefios trozos y se los enfrié en un vaso de precipitado
sobre hielo. Utilizando un homogeneizador "Dounce" se homoge-
neizaron porciones de 10 grs del tejido con 25 ml de una solu-
cién de COjHNa 1 mM, utilizando el émbolo flojo (8 golpes de
pistdn). Los homogeneizados se agitaron con 500 ml de C03HNa
1 mM frio por 3 minutos y filtraron por 4 capas de gasa hidré-
fila. E1 filtrado se centrifugdé a 1.500 x g durante 10 minutos,
se eliminé cuidadosamente el sobrenadante (secando las paredes
con papel de filtro) y los precipitados se pasaron nuevamente
al homogeneizador, en el cual se le aplicaron 3 golpes de pistédn
flojo; esta operacifn se repiti6 3-4 veces. En una probeta de
100 m1 se colocaron 34 ml de sacarosa 69% (P/V), ajustada con
refractémetro (Abbe) a 20°C y sobre ella se volcaron los preci-
pitados y se agregl agua hasta completar los 60 ml; luego se
ajustd la mezcla a 44% de sacarosa con el refractémetro, agre-
gando agua o sacarosa 69% (P/V). De esta suspensién 40 ml fue-
ron colocados en tubos del rotor SW 25,2 y sobre ella se agre-

g6 20 ml de sacarosa 42,3% : 0,1 (ajustada con refractdémetro).
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Luego se centrifugé a 65.000 x g durante 2 horas. La fraccidn

de membranas se recuper6 de la superficie del menisco con es-

pdtula; posteriormente se diluy6 la sacarosa con C03HNa 1 mM

y se centrifugé a 105.000 x g en un rotor 50 Ti durante 30 mi-
nutos. E1 precipitado resultante se conservé a -70°C.

XIII-1. Tratamiento con N-etil malejmida.

E1l tratamiento de las membranas de higado de ratas
con N-etil maleimida (NEM) se efectué de la siguiente forma:
Las membranas de higado se resuspendieron en C03HNa 1 mM, a
una concentracidn proteica de 4 mg/ml y se les agrego NEM
disuelta en agua, de manera tal que su concentracidén final fuera
0,5 mM. E1 volumen total fue de 1 ml. la incubacién se reali-
z6 a 30°C durante 30 minutos y se detuvo por el agregado de
6 ml de C03HNa 1 mM frio, conteniendo ditiotreitol (DTT)

5 mM. A continuacidn la mezcla se centrifugé a 105.000 x g
durante 60 minutos. Luego, las membranas se resuspendieron en

C03HNa 1 mM,

XIII-2. Tratamiento con toxina del c6lera.

E1 procedimiento seguido en el tratamiento de las
membranas con toxina del c6lera fue el siguiente: La mezcla
de reaccidn consistid en Hepes (N-2-hidroxietil-piperazina-
N'-2 dcido etanolsulfénico) 20 mM, pH: 8,2; C1,Mg 2 mM
(tamp6én B), DTT 1 mM, NAD 1 mM, ATP 1 mM, GTP 10 uM, toxina
del célera 10 ug/ml (pretratada con DTT 20 mM a 37°C duran-
te 20 minutos) y las membranas de higado de rata. E1 volumen
total fue de 2 ml. La incubacién se 1levd a cabo a 37°C duran-
te 30 minutos y se detuvo por el agregado de 8 ml de tampdn
A frio. Posteriormente, 1a mezcla fue centrifugada a 105.000
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X g durante 60 minutos, resuspendiendose luego en tampén B.

Como control se trataron membranas en las mismas condicio-

nes pero suprimiendo la toxina.

XIV. Preparacién de membranas de eritrocitos de pavo.

E1 procedimiento sequido en la obtencién de membra-
nas de eritrocitos de pavo fue el siguiente: A un pavo se le
extrajo sangre de la vena del ala; dicha sangre fue recibida
en tubos que contenfan heparina y se centrifugé a 120 x g
durante 10 minutos, seguidamente se lavaron 4 veces las célu-
las sedimentadas con un volumen de TRIS-CIH 1 mM pH: 7,4, con-
teniendo CINa 0,15 M y C12Mg 0,1 mM.

Las células se resuspendieron en dos volimenes de agua destila-
da fria y se homogeneizaron en un Dounce. Posteriormente se a-
gregd deoxiribonucleasa I (40 ug/ml) y se incubé 20 minutos a
30°C. Finalmente, se centrifugd a 23.000 x g durante 30 minutos
y las membranas sedimentadas se resuspendieron en tampén A, con-
teniendo DTT 1 mM y conservadas a -20°C.

XIV-1. Tratamiento con toxina del cdlera.

El procedimiento es similar al seguido para las
membranas de higado de ratas (ver apartado XIII-2 de "Materia-
les y Métodos"). Para el marcado radioactivo de las membranas
por ADP-ribosilacién (Apartado II-4 de Introduccidn), se usé
el mismo tratamiento con toxina del célera al que se le adicio-
nGg 1 pl de [14C]NAD (5 pCi/ml). Lavando exhaustivamente las
membranas con C03HNa 1 mM antes de la resuspensidn final.

XIv-2. Tratamiento con detergentes.

Tanto las membranas de eritrocitos tratadas como las
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no tratadas con toxina del célera, se resuspendieron en tam-
pén B (5 mg proteina/ml) y se las someti6 a agitaci6én magnéti-
ca a 0°C, afadiendo colato de sodio s6lido hasta una concentra-
cién final de 1% (P/V), se continu6 con la agitacién durante

60 minutos, al cabo de la cual se centrifugé la suspensifn a
20.000 x g por 60 minutos. Inmediatamente se incubd el sobre-
nadante a 23°C durante 20 minutos para inactivar la adenil ci-
clasa.

En forma paralela se traté membranas de eritrocitos de pavo con
digitonina 1% (P/V), siguiendo el mismo protocolo anterior a
excepcién de la incubaci6én a 23°C, l1a cual es innecesaria.

XIV-3. Cromatagrafia en Ultrogel.

Las membranas de eritrocitos de pavo que fueron mar-
cadas con [14C]NAD y toxina del c6lera segin el apartado XIV-1
de "Materiales y Métodos", se trataron con digitonina 1% (P/V),
luego de 1o cual se obtuvo un sobrenadante de 20.000 x g. EI
mismo (1,5 ml, 7 mg protefna/ml) se sembr6é en una columna de
Ultrogel Ac A 34 (intervalo de separacién de proteinas globu-
lares 20.000-350.000) de 1,25 x 58 cm equilibrada con TRIS-C1H
15 mM pH: 7,4, conteniendo EDTA 2 mM, C12Mg 15 mM y digitonina
0,1%. Se eluyd con el mismo tampén de equilibrio, recogiendose
fracciones de 4 ml a una velocidad de 0,8 ml/minuto.
Se tomaron 500 w1l de cada fraccién y se les midié la radioacti-
vidad en un contador Beckman modelo LS 8100, utilizando la mez-
cla de Bray. Ademds, se tomaron 30 pl de cada fraccidn y se les
adicioné 5 pl de una suspensién de membranas de Neurospora cra-
ssa (12 mg protefna/ml) y se realizd reconstitucidn, tal como
indica el apartado XIV-5 de "Materiales y Métodos".
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XIV-4. Ensayo de unién (Binding) del [3H17dihidroa1preno1ol

@ receptores.

Se realizaron experimentos de medida de "Binding"
tanto en membranas de eritrocito de pavo, como en los extrac-
tos de colato de N. crassa. De acuerdo al método de filtracidn
en membranas de vidrio de Vauquelin et al (218).

Membranas: Se incubé [3H]dihidroa1prenolol 23 mM a 30°C duran-
te 30 minutos en una solucién conteniendo TRIS-C1H 50 mM pH:7,5
C12Mg 15 mM con membranas de eritrocitos (0,1 a 0,4 mg proteina).
El volumen total fue de 0,250 mi. A1 final de la incubacién se
diluyeron alicuotas de 50 p! (por triplicado) con 4 ml de tam-
pén A a )°C. que contenfa C12Mg 15 mM y filtrando bajo presién
reducida a través de discos de fibra de vidrio (Whatman GF/F,
25 mm de didmetro). Los filtros fueron lavados con 6 ml de
TRIS-ClH/ClZMg y posteriormente se colocan en viales de cente-
1leo con 1 ml! de ClH 1 My 10 ml de Trit6n/Tolueno (2:1). La
radioactividad fue medida segin se mencion6 anteriormente. E]
"binding" inespecifico se determin6 de la misma forma en mez-
clas conteniendo propanolol o L-alprenolol 10'5M.

Extractos de colato: Se incubé [3H] dihidroalprenolol 131 mM

a 30°C durante 120 minutos en una solucidn conteniendo TRIS-
CIH 50 mM pH:7,5 y 50 1 de extracto de detergente (0,03 a
0,13 mg proteina). E1 volumen total fue de 0,320 ml. El anta-
gonista unido fue determinado por el descripto por Caron y
Lefkowitz (219), segin el cual al finalizar 1a incubacién, las
muestras fueron dilufdas a 0,500 ml con tampén A y cromatogra-
fiadas en columnas de Sephadex G-50 (0,6 x 12 cm) a 4°C equilibra-
das con tampén A. Luego de sembrar las muestras, se pasaron J,5 ml de tam-
pén A y se descartd el eluido. Por Gltimo se agregaron 1,2 ml de tampdn

y se recogid directamente sobre viales de centelleo. La radioactividad se
contd segiin el procedimiento mencionado anteriormente. E1 "binding" ines-
pecifico fue determinado en presencia de propranolol o L-alprenolol

107°M.




XIV-5. Ensayo de unién del [ ] glucagén a receptores (250)

XV. Procedimiento para la reconstitucién de 1a adenil ciclasa
empleando componentes de diferentes sistemas bioldgicos.

Los experimentos de recopstitucién de la adenil ci-
clasa se realizaron segln el esquema presentado en la figura 21.
Se utilizaron membranas de la cepa salvaje de Neurospora crassa
obtenidas segin el apartado I-1 de "Materiales y Métodos". El
P105 obtenido fue resuspendido en tamp6n A conteniendo DTT 1 mM
(8 mg proteina/ml) y se mezcl6 con extracto en detergente de las
membranas de eritrocito de pavo (2,5 mg proteina/ml) (apartado
XIV de "Materiales y Métodos"). Las mezclas se llevaron a un
volumen final de 0,05 ml con tampén A conteniendo DTT 1 mM e in-
cubaron a 23°C durante 20 minutos. Posteriormente se midié acti-

vidad de adenil ciclasa.

Los experimentos de reconstitucién se realizaron también con mem-
branas de otras cepas de N. crassa, tales como la FGSC 488, la
cual posee una mutacidén cr-1. Con esta cepa se procedi6 en for-
ma idéntica que con la cepa salvaje. Ademds se utilizaron prepa-
raciones solubles de enzima de testfculo de rata (apartado XII

de "Materiales y Métodos").-

XVI. Procedimiento para la fusién de membranas de diferentes
origenes biolégicos para la obtencifén de una actividad

de adenil ciclasa.

Para reconstituir un sistema de adenil ciclasa, a
partir de membranas de diferentes especies fusionadas con PEG,
se siguiéd el esquema diagramado en la figura 22 (220). Para
ello, se emplearon membranas de T. cruzi obtenidas segin el apar-
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tado II-1 de "Materiales y Métodos" y membranas de higado de
rata pretratadas con N-etilmaleimfda.

Ambos tipos de membranas fueron resuspendidas con CO3HNa 1 mM,
en un volumen final de 1 ml, con una concentracién de proteinas
de 4 mg por ml. Se incub6 la suspensién durante 30 minutos a
37°C, y posteriormente se le adicion6 durante 100 segundos

0,5 ml de PEG 6.000 (520 mg/ 0,48 m1 de CO3HNa 1 mM). Durante
los dos minutos siguientes se agregaron 7 ml del mismo tampén.
La suspensién se agité, se l1levé a 0°C y se la centrifugé a
105.000 x g por 60 minutos a 4°C.

Se siguid el mismo procedimiento para fusionar membranas de

N. crassa (cepa salvaje) obtenidas seglin 10 especificado en el
apartado I-1 de "Materiales y Métodos".

XVII. Obtencién de anticuerpos monoclonales para las adenil
ciclasas de Neurospora crassa y Trypanosoma cruzi.

XVII-1. Esquema de inmunizacién.

Se utilizaron para la inmunizacién ratones hembras
Balb/c de cincuenta dfas de edad. Fueron inyectados en forma
subcutdnea con 50 H9 de protefna emulsionada con adyuvante de
Freund completo (1:1). Los inmunégenos fueron wuna alicuota de
la preparaci6n de Bio-Gel de la ciclasa de Neurospora (apartado
X-2 de "Materiales y Mé&todos") o una alfcuota de la preparacién
del jisoelectroenfoque de la ciclasa de T. cruzi (apartado VII-2
de "Materiales y Métodos"). A los siete dfas se hizo otra inyec-
cién, pero ésta fue sin adyuvante. Tres dias mids tarde, los ani-

males fueron sacrificados.



ESQUEMA DE FUSION DE MEMBRANAS

Membranas de higado

l Incubado con toxina del colera,GTP yNAD; lavado

Tratamiento con NEM

lavado
Sedimiento de membranas dimiento de membranas
de higado ‘ Trypanosoma

PEG

incubacion; lavado

Fusidn de sedimiento de membranas
Glucagon: GppNHp.F.” etc

Ensayo del Adenil Ciclasa

Figura 22. Esquema general de fusién de membranas.

96 -



XVII-2. Procedimiento de fusidn.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cer-
vical e inmediatamente fueron sumergidos en una solucién desin-
fectante. Se hizo una incisi6n en el abdémen y se extrajo el
bazo, que fue colocado en una caja de Petri con 10 ml de medio
A, conteniendo medio Eagle modificado por Dulbeco de Gibco
(10,05 mg/m1), bicarbonato de sodio (2 mg/ml), glutamina
(0,292 mg/ml1), estreptomicina (0,1 mg/ml), penicilina (100 uni-
dades/ml1) y anfotericina B (0,002 mg/ml).

Posteriormente, se colocd el bazo sobre una grilla metdlica y
se disgreg6 el drgano con el émbolo de una jeringa pléastica,
recogiéndose el material sobre una caja de Petri pequeiia (P35),
que contenia 1 ml de medio A. Se lavé la grilla de ambos lados
con 2 ml de medio A con mucho cuidado, evitando que caiga sobre
la placa el estroma del bazo. A continuacidon se transfirieron
los 3 ml de la suspensi6én a un tubo de forma c6énica de polipro-
pileno que contenifa 7 ml de medio A y se dej6 decantar la sus-
pension durante 2 minutos, al cabo del cual se transfiri6 el
sobrenadante a un tubo semejante al usado antes. Se centrifugé
a 1.000 rpm en una centrffuga Sorvall de mesa GLC-4 (Dupont)

10 minutos y se descartd el sobrenadante. Por este procedimien-
to se obtuvo un rendimiento de 5-10 x 107 células por bazo.

Las células fueron resuspendidas en 5 ml de C]NH4 0,17 M frio,
se agité bien y el tubo fue sumergido en hielo durante 10 minu-
tos, esta etapa es fundamental porque de este modo se lisan los
eritrocitos. Luego se agregé 10 ml de medio B, que fue el medio
A suplementado con 20% (V/V) de suero fetal bovino, inactivado
a 56°C durante 30 minutos. Se centrifugé a 1.000 rpm a 4°C y

se descartd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en
0,5 ml de medio A y se contaron en cdmara de Neubawer, contro-
1d4ndose la viabilidad con el uso del colorante Azul de Tripdn.
Por otro lado, las células de mieloma (63-Ag 8.6.5.3.) fueron
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cosechadas, centrifugadas y resuspendidas en 20 ml de medio A.
Esta suspensifén contiene generalmente 1-5 x 107 células. Se mez-
claron ambas suspensiones celulares. La relacién de células es-
plénicas a células de mieloma fue del orden de 1:10, pudiendo
1legar incluso a 1:1. A continuacién se centrifugé a 1.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, se removi6 el sobrenadante y a las
células se les agreg6 0,7 ml de polietilen-glicol (PEG) 1.300
al 50% (P/V); esta operacién se realizé con el tubo sumergido
en un bafio de agua a 37°C, agregando el PEG gota a gota, muy
lentamente, durante 90 segundos. A continuacién se agregaron

15 m! de medio A durante 2 minutos y posteriormente se centri-
fugé a 1.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y las
células se resuspendieron en 35 m]l de medio C, el cual contiene
medio B con 50% (V/V) de medio condicionado (este medio es el
proveniente del mantenimiento de las células de mieloma, con las
que estuvo en contacto por tres dfas). Las células se distribu-
yeron en cajas de Petri, dos cajas grandes con 12 ml de suspen-
sion cada una y dos cajas chicas con 6 ml cada una. También se
colocaron en multiplacas de 96 pocillos, en los que se dispusie-
ron 100 F] de la suspensién (aproximadamente 50 células).

Las células se mantuvieron a 37°C en una estufa en atmésfera de
aire y anhidrido carbénico 5%.

A las 24 horas se extrajo el 25% del medio y se adiciondé medio
D, un volumen equivalente al extraido. Este medio, es medio B
pero conteniendo ademds 13,61 pg/ml de hipoxantina, 3,78 pg/ml
de timidina, 1,76 pg/ml de aminopterina y medio C, 50% (V/V).
Este procedimiento se repitié durante tres dias, de modo tal
que al cuarto dfa las células se encontraron en 100% de medio

D (H.A.T.). A partir de ese momento, las células se mantuvieron
en medio H.A.T. por un perfodo de un mes, con cambio de medio
cada tres dias. Posteriormente se cambié de medio, medio E
(medio D sin aminopterina y 50% (V/V) medio C). En estas condi-
ciones las células estuvieron quince dfas.



XVIT-3. Cultivo y Seleccién.

Luego de hacer el pasaje de células por el medio E, se las
mantuvo en medio C, cambiandolo cada tres dfas.
El clonado de las células hibridas se realizé por dilucién 11-
mite (221) seleccionando los pocillos que tenfan mds actividad
de anticuerpo. En los mismos se resuspendieron las células con
una espdtula de goma, se las trasvas6 a un tubo que tenia medio
C y se las contd. Luego se diluyd (en medio C) hasta una concen-
tracién de 50-90 células/10 ml y se coloc6é 0,1 ml en cada poci-
110 de una multiplaca de 96 pocillos. Después de 20-30 dfas,
se midié la actividad del anticuerpo y las células del pocillo
en el cual habia mayor actividad, se traspasaron a pocillos de
2 ml de capacidad, para su expansifén.
E1 esquema general del método de obtencién de anticuerpos mono-
clonales se representa en el figura 15 del apartado VII-2 de

la "Introduccién”.

XVII-4. Congelamiento de los hibridos.

Se efectu6 el congelamiento de los clones en cada paso en
que se considerd necesario. Para ello se centrifugaron entre
0,8-1 x 106 células/ml y resuspendieron en una solucién que
contenifa 5% (V/V) de dimetil sulféxido (DMSO) y 95% de suero
fetal bovino, a una concentracién de 106-107 células/ml. Se
coloc6 1 ml de la suspensién en tubos pldsticos (Nunc) e inme-
diatamente se los 1lev6 a -70°C. Una vez congelados o luego
de dejarlos durante una noche a -70°C, se los pasé a un termo
que contenfa nitrégeno liquido.

Para reconstituir los cultivos, se los descongeld rapidamente
y diluy6é a 10 ml con medio C a una concentracién de 4 x 105
células viables/ml y se colocaron 0,1 ml en cada pocillo de

una multiplaca.
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XVII-5. Determinaci6n de inmunoglobulinas en el medio condicio-
nado por los hfbridos.

Para saber si los hibridos mantenidos en cultivo es-
taban segregando inmunoglobulinas, se procedié a realizar la
prueba inmunoenzimdtica (E.L.I.S.A.) que a continuacidén se de-
talla:

En multiplacas de cultivo, que poseen 24 pocillos, se colocé

en cada uno de ellos filtros "Millipore" (0,45 um), sobre los
que se sembré de 1-5 pg de protefna (antfgeno) en un volumen

no mayor de 5 pl en el centro de cada filtro y se dejé secar a
4°C. Posteriormente se lavé cada filtro durante 30 minutos con
1 m1 de TRIS-HC1 10 mM pH:7,2, conteniendo NaCl 0,15 M (TBS).
E1 paso siguiente fue hacer un lavado durante 30 minutos con

1 ml de TBS, conteniendo 3% (P/V) de albdmina sérica bovina,
fraccién V (TBS-BSA), esto se realiz6 a 37°C con agitacidn sua-

ve, seqguidamente se lavaron los filtros con 1 ml de TBS durante

1 minuto y luego se agregé 0,250-1,00 ml de los medios de culti-
vo en el que se hallaba el anticuerpo que se queria ensayar. Pa-
ralelamente se hicieron diferentes controles. Entre ellos: me-
dio de cultivo perteneciente a hibridos que fueron el resultado
de una fusién con células esplénicas de ratones no inmunizados;
medio proveniente de células de mieloma; antigeno solo y antige-
no con el segundo anticuerpo. Una vez que se tuvieron los filtros
con los distintos medios, se dej6 con agitacidén suave durante

18 horas a temperatura ambiente. A continuacidn se hicieron 5
lavados de 1 ml cada uno con TBS en el intervalo de 2 horas.
Posteriormente se agregaron sobre cada filtro 0,250-0,50 ml de
uan diluci6én 1:300-1:3000 de anti-inmunoglobulina de ratén pre-
parada en conejo y conjugada con peroxidasa (Laboratorios CAPPEL,
USA). Asf, se mantuvo por 2 horas a temperatura ambiente en agi-
tacién. Luego se hicieron 5 lavados de 1 ml con TBS en una hora.
Posteriormente se lavé con 1 m1 de TRIS-HC1 pH:7,0 por 10 minu-.
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tos e inmediatamente se agregaron 0,5 ml de una solucién que
contenia 0,25 mg/ml de o-dianizidina y 0,025% (V/V) de H202,
las placas se mantuvieron en agitaci6én durante 45-90 minutos,
dentro de ese lapso se observé varias veces para ver si apare-
cia o no alguna mancha de color en el lugar en donde se sembré
el antigeno; en caso afirmativo esto indic6é que los hibridomas
a los cuales correspondfan los medios ensayados, estaban secre-
tando anticuerpos. En la figura 23 se esquematiza la reaccidn

inmunoldgica ensayada.

XVII-6. Determinacién de anticuerpos especificos para la

adenil ciclasa.

La existencia de anticuerpos especfficos para la enzi-
ma fue determinado de la siguiente manera: para el caso de
N. crassa se ensayl con una preparacién enzimdtica (0,8 mg pro-
teina/ml) correspondiente a la purificacién de la adenil cicla-
sa en el paso de filtracién en gel de agarosa (apartado X-2 de
"Materiales y Métodos") y para T. cruzi se utilizaron membranas
correspondientes a p105’ resuspendidas en C03HNa 1 mM pH:7,4
(8,3 mg proteina/m1). De cada una de estas preparaciones se pre-
incubaron 30 F] con 20 pl de cada uno de los medios correspon-
dientes a los hibridos, a temperatura ambiente durante 180 minu-
tos. Posteriormente, se ensay§ la acitvidad de adenil ciclasa
en las mezclas en las condiciones en que se especifica en el a-
partado IV de "Materiales y Métodos". En este ensayo se hicteron
dos controles diferentes, uno fue hecho preincubando las prepa-
raciones con 20 Pl de C03HNa 1 mMy el otro con el agregado de
20 P] de un medio condicionado por hibridos que fueron obtenidos

con ratones no inmunizados.



Perox.

SR Ig. conejo anti-raton-
Peroxidasa

87

N
.:\
N

, Anticuerpo monoclonal
Antigeno

Figura 23. Esquema de la reacci6n inmunoenzimitica (E.L.I.S.A.).

102 -



- 103 -

XVII-7. Purificacién de los anticuerpos.

XVIT-7.1. Precipitacién con sulfato de amonio.

Para precipitar las inmunoglobulinas a partir del me-
dio de cultivo, se 1levé a una saturacién del 50% con sulfato
de amonio (S.A), para ello se preparS previamente una solucién
saturada de 504(NH4)2, ajustada a pH:7,0 con NH4(0H). A 50 ml
de medio se le adicion6 50 ml de solucién saturada de S.A., se
sometid a agitacion magnética a 0°C durante 30 minutos. Posterior-
mente, se centrifugd a 48.000 x g por 45 minutos. Después de la
centrifugacidn, el sobrenadante se descarté y el precipitado fue
resuspendido en el menor volumen posible (3,5 ml) de agua desti-
lada. Se dializé el material resuspendido contra 200 volimenes
de agua a 4°C. Esta fraccidén constituy6 la denominada prepara-

cion de S.A.

XVII-7.2. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa.

Los 3,5 ml1 de preparacidn de S.A. fueron sembrados en
una columna de DEAE-celulosa (DE-52, Whatman) de 2 x 8 cm, equi-
librada con P04HNa2 10 mM pH:8,0. En estas condiciones las inmu-
noglobulinas de tipo "G" (los anticuerpos correspondientes a am-
bas adenil ciclasas son de esta clase) no son retenidas, por 1o
tanto, las fracciones de interés correspondieron al percolado.
Se recogieron 0,5 ml por fracci6én a una velocidad de 0,1 ml/mi-
nuto. E1 perfil del eluido fue seguido midiendo absorvancia a

280 nm.

XVII-8. Caracterizacién de los anticuerpos por inmunoelectro-

foresis.
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XVII-8.1. Dispositivo experimental.

Las inmunoelectroforesis se realizaron utilizando co-
mo soporte portaobjetos de vidrio. Sobre los que se colocé aga-
rosa y posteriormente a la gelificacién se prolongaron los ex-
tremos con trozos de papel de filtro destinados a asegurar las
conexiones eléctricas. Estas placas fueron colocadas sobre los
bordes internos de una cuba cromatogrdfica marca LKB modelo
2117 Multiphor, en cuyos compartimientos se encuentran los elec-
trodos sumergidos en el tampén veronal sdédico 50 mM pH:8,6 (223).

XVII-8.2. Preparacién de las placas de agarosa y electroforesis.

Se preparé agarosa (de una calidad tal que no presen-
tara electroendésmosis) en una solucién al 3% (P/V) en agua des-
tilada y luego se la diluy6 al medio con el tampén de corrida.
Con una pipeta de 5 ml se colocaron sobre portaobjetos unas go-
tas de agarosa fundida y con la misma pipeta se extendieron de
modo de cubrirlos totalmente. Se dej6 solidificar y se colocé
en una estufa a 50-80°C hasta sequedad. Posteriormente los por-
taobjetos se colocaron sobre una superficie perfectamente hori-
zontal y con pipgta de 5 ml se vertieron 4-5 ml de agarosa fun-
dida sobre la pelfcula de agarosa base. Se dejé solidificar a
temperatura ambiente. Con la ayuda de instrumentos apropiados,
se practic6é en la parte media del portaobjetos una doble inci-
sién perfectamente centrada de 2 mm de separaci6én y 65 mm de
longitud. Luego se practicé en forma equidistantes respecto de
la doble incisién y de los extremos y a una distancia de 14 mm
entre los centros., dos orificios de 1,8 mm de didmetro.

Con una micropipeta se sembraron 5 pl de la muestra que conte-
nfa el anticuerpo monoclonal que se deseaba analizar en uno de
los orificios; en el otro orificio se colocaron 5 pl de medio
control, el cual contenfa azul de bromo-fenol en NaCl 0,15 M,
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como indicador.

Los portaobjetos se dispusieron sobre el soporte de la cédmara
electroforética; se conecté la fuente de poder de manera tal
que la intensidad de corriente fue de 8 mA por portaobjeto.
Esta se mantuvo hasta que el colorante se desplazaron 30-35 mm.

XVII-8.3. Inmunodifusién.

Finalizada la electroforesis, con una aguja de punta
biselada se retir§d de los portaobjetos la porcién de agar 1li-
mitada por la doble incisién longitudinal. De este modo, queda
un surco en el que, con una micropipeta, se colocéd el antisuero
correspondiente hasta llenarlo. Los portaobjetos luego se dis-
pusieron en una cdmara himeda de base plana y nivelada, se dejo
difundir durante 24-48 horas.

XVII-8.4. Coloracién de las placas.

Las placas fueron lavadas por inmersién de las mismas
en NaCl 0,15 M, con dos cambios de la solucién durante 24 horas.
Posteriormente se colocaron las placas en agua destilada 3 ho-
ras o mds, con varios cambios. Se sec6 el gel, recubriendo las
placas con un papel de filtro himedo y se colocaron en una es-
tufa a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se lavé con agua
comin, se sec6 ligeramente y luego se sumergi6 por 15-30 minutos
en una solucidén al 0,5% (P/V) de Amido Swartz en metanol-&dcido
acético-HZO (4,5:1:4,5). Las placas fueron lavadas con 1a misma
solucidn en que fue disuelto el colorante.

XVII-9. Electrotransferencia de adenil ciclasa e inmunopreci-
pitacién "in situ" con anticuerpos especificos.

La adenil ciclasa de T. cruzi proveniente de un ex-
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tracto crudo y del elufdo de una columna de hexilamino-sefarosa
fue sometida a una electroforesis en condiciones disociantes,
como se especifica en el apartado XI de "Materiales y Métodos".
Las proteinas fueron luego transferidas a papel de nitrocelulo-
sa. E1 procedimiento se esquematiza en la figura 24. Se utiliza-
ron hojas de papel de nitrocelulosa de 0,45 pm de tamafo de po-
ro, marca Millipore, las cuales se humedecieron con agua desti-
lada. Sobre el gel se colocé el papel himedo y a ambos lados se
colocaron papeles de filtro (Whatman 3 MM) embebidos en agua,
esto se dispuso entre dos pafios absorbentes tipo "Scotch Brite",
lo cual fue soportado por dos p]apag de acrflico con mialtiples
perforaciones, este dispositivo fue asegurado por bandas eldsti-
cas y colocado en la cuba de transferencia. E1 tampén utilizado
fue TRIS-HC1 192 mM-glicina con metanol 20% (V/V) a pH: 8,3. La
intensidad aplicada fue de 3 A durante 3 horas (222).

E1 papel de nitrocelulosa proveniente de la transferencia se lo
traté por 1 hora con TBS-BSA a 37°C, esta etapa se realizd para
saturar los sitios de unién inespecificos. Luego se lavdé con TBS
varias veces y finalmente se incubd con el anticuerpo especifi-
co dilufdo en TBS-BSA conteniendo 10% (V/V) de suero normal de
ratén durante 14-16 horas a temperatura ambiente con agitacion
suave. E1 papel fue lavado con TBS, 5 cambios en una hora e in-
cubado con el segundo anticuerpo dirigido contra la inmunoglobu-
lina del primer antisuero, es decir inmunoglobulina de conejo
anti-Ig de ratén, el cual tiene peroxidasa acoplada. Este fue
utilizado en una dilucién 1/300 en TBS. La incubacién se hizo

a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego se lavé con TBS,

5 cambios en una hora. Para la reaccién de color (222), el papel
se embebié en una solucién que contenfa 25 ug de o-dianizidina/
ml, 0,01% (V/V) H202 y TRIS-CIH 10 mM pH:7,4. Esta solucidn se
preparé inmediatamente antes de usar a partir de una solucidn
que contenfa 1% de o-dianizidina en metanol y 0,30% (V/V)HZOZ'
La reacci6n fue finalizada después de los 30 minutos por lavado
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con agua. El1 papel de nitrocelulosa fue secado entre papeles de
filtro y se conservé protegido de la 1luz.

XVIII. Preparacidn de anticuerpo-sefarosa.

Para la preparacién de esta matriz cromatogrdfica se
siguié el método descripto por Cuatrecasas (207), que se detall$
en el apartado V de "Materiales y Métodos".

XIX. Purificacién por inmuno-afinidad de la adenil ciclasa
de T. cruzi.

La preparacién de hexilamino-sefarosa, se concentré
por filtraci6n a través de los minifiltros verticales de Amicon,
hasta un volumen de 2,5 ml1 (0,89 mg de protefna/ml), y se sem-
br6 en una columna de anticuerpo-sefarosa (0,75 x 7 cm), equili-
brada con tamp6én A. El1 percolado se reciclé 6 veces. La columna
fue lavada con 50 ml de tampén de equilibrio, conteniendo NaCl
0,5 My Lubrol PX 0,5%. La elucifn se realizé con Trietilami-
na 50 mM pH:11,8. Se recogieron fracciones de 0,5 ml, cada una
de ellas en una cantidad suficiente de MOPS 1 M pH:7,1, para
neutralizar rapidamente el elufdo (aproximadamente 100 P]). A
cada una de las fracciones se le midié la actividad de adenil
ciclasa, y aquellas que fueron positivas, se las sometié a elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en condiciones disociantes.

XX. Otras determinaciones realizadas.

- Protefnas: se realiz6 por el método de Lowry et al (224), uti-
lizando como patr6n albdmina sérica bovina recristalizada.



109 -

DI SCUSTON

Y

RESULTADOS



- 110 -

RESULTADOS Y DISCUSION

I. Adenil ciclasa de Trypanosoma cruzi.

I-1. Localizacién celular.

Se inici6 el estudio de la localizacién de la adenil
ciclasa de T. cruzi, analizando su distribucién en las diferen-
tes fracciones obtenidas a partir de un homogeneizado de epimas-
tigotes, preparado como se especificé en el apartado II-2 de
"Materiales y Métodos".

En la tabla V se resumen los valores de las activida-
des especfficas y totales cuando se someti6 a centrifugaciones
diferenciales dicho extracto. Como puede observarse casi el 100%
de la actividad enzimdtica se encuentra asociada a la fraccifn
sedimentable y solo un 2% en la fraccién soluble.

Estos resultados confirman datos de otros autores
(189) en el sentido de que la mayor parte de la actividad de
adenil ciclasa en T. cruzi estd localizada en las fracciones
particuladas, correspondiendo estas a membrana plasmitica.

La localizacién de la adenil ciclasa en fracciones
membranosas, es una caractérfstica general de la enzima de or-
ganismos eucariotes. La (Gnica excepcién descripta es la adenil
ciclasa de tdbulos seminfferos, tejido en el cual se la encuen-
tra soluble (9) (18). En eucariotes inferiores tales como
B. emersonii (168) y D. discoideum (224) que carecen de pared

celular, y en N. crassa (8), S. cerevisiae (14) y M. rouxii
(162), que poseen pared celular, se encontré que la adenil ci-
clasa se localizaba en fracciones particuladas.

Para poder estudiar y caracterizar la adenil citlasa
fue necesario buscar un método para ailar la enzima, o parte de
ella, en forma soluble. Para ello se incluyeron en los tampones
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seleccionados para la extraccién, diferentes agentes que inter-
actdan con los componentes de la membrana, disminuyendo asf,

la estabilidad de los complejos 1fpido-protefna.

[-1.1. Tratamiento con detergentes.

Makino y colaboradores (225) clasifican la interaccién
de detergentes con protefnas segln dos categorfas. La primera
implica la interaccién a través de la unién inespecifica del de-
tergente a sitios de baja afinidad en 1a proteina. Esta unién
es coopetativa y va acompaifiada con un cambio conformacional im-
portante de la protefna. En estas circunstancias es usual que
la actividad enzimdfica de la protefna se pierda. Un ejemplo
tipico es el caso del dodecil sulfato de sodio (SDS). En la se-
gunda categoria, se ubican los detergentes que interactdan a ni-
vel de los sitios hidrofébicos de alta afinidad, sobre la super-
ficie de la protefna. La interaccién probablemente no es coope-
rativa y no se acompaifa de cambjo conformacional. Por consiguien-
te, la actividdd de la enzima se mantiene. A esta clase de deter-
gentes pertenece el colato, el deoxicolato y los detergentes no
iénicos del tipo del Tritén X-100, Lubrol PX, Brij 58, etc. Ade-
mds de la capacidad que poseen estos detergentes para solubili-
zar enzimas de membrana en forma activa, no interfieren en el
uso de resinas de intercambio i6nico y m&todos electroforéti-
cos desarrollados para protefnas solubles en agua.

Los detergentes antes mencionados se han utilizado
con éxito en la solubiliZzacidn de adenil ciclasa (226) (227).

Para emplear en T. cruzi estos métodos de extraccidn
con detergentes, se Utilizé como fuente de enzima sedimentos de
membranas (PIOS)’ los que fueron resuspendidos en tampén B, con-
teniendo los diferentes detergentes a concentraciones del 0,5
al 1% (P/V). La homogeneizacién se hizo en un homogeneizador
tipo Potter y se dej6 durante 60 minutos bajo agitacidn magné-
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tica a 4°C.

En la tabla VI se muestran las actividades de adenil
ciclasa, expresadas en por ciento respecto de la actividad ini-
cial, tanto en sedimento como en sobrenadante luego de una cen-
trifugacidr a 105.000 x g durante 60 minutos. Los resultados in-
dican claramente que los agentes solubilizantes utilizados no
son efectivos para tal motivo y que ademds, disminuyen notable-
mente la actividad enzimdtica.

Detergente Actividad recuperada luego de centrifugar el
utilizado extracto a 105.000 x g por 60 minutos ?%)
Sedimento Sobrenadante
- 98,5 1,5
Lubrol PX (1%) 54 3,72
(0,5%) 57 8,10
Triton X.100 (1%) 52,5 2,72
(0,5%) 60 4,88
Brij-58 (1%) 26,74 10,90
Colato de sodio (1%) 2,20 0,21
Deoxicolato de sodio (1%) 11,23 0,84
Digitonina (1%) 93 4,42

Tabla VI. Distribucidn de la adenil ciclasa en extractos preparados en
presencia o ausencia de detergentes.

Se ve asf que la mayor parte de la actividad de la
adenil ciclasa es resistente a la solubilizaci6én. La reextrac-
cién del sedimento de 105.000 x g con tampén B, conteniendo
los diferentes agentes no aumenté la solubilizacién en forma
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apreciable y si la inactivacién.

Estos datos 1levarfan a pensar que la enzima de
T. cruzi, al igual que las dem&s ciclasas estudiadas, es una
protefna que tiene uan fuerte interaccién con la membrana, ya
que es resistente a los tratamientos antes vistos.

[-1.2. Tratamiento con enzimas lipolfticas.

La solubilizacién de protefnas de membranas, en algu-
nos casos se ve favorecida por el uso de enzimas lipoliticas
(228). Para analizar este punto las membranas fueron resuspendi-
das en tampén B y tratadas con fosforilasa A y fosforilasa C
y también con lipasa pancredtica. Con cada una de las enzimas
se hicieron incubaciones separadas y combinadas. En ninguno de
los casos se logré una solubilizacién apreciable, sin embargo
decrecié mucho la actividad enzimdtica.

[-1.3. Tratamientos mecdnicos.

Se han descripto diversos tratamientos mecdnicos que
favorecen la solubilizacién de protefnas de membranas. Estos
tratamientos provocan rupturas de la bicapa y de esta manera fa-
vorece el mayor contacto de las zonas intrinsecas de la misma
con diferentes agentes solubilizadores. Asi por ejemplo, sonica-
do, congelamiento y descongelamiento, abrasién, etc (229).

Para solubilizar la adenil ciclasa de T. cruzi, se sus-
pendieron las membranas en tamp6n B, conteniendo los diferentes
detergentes utilizados anteriormente y se las sonic6 en un equi-
po Branson Sonic modelo W140, con cuatro pulsos de 15 segundos
a midxima intensidad. E1 homogenato se centrifugé a 105.000 x g
por 60 minutos y se midi6 actividad en sedimento y en sobrenadan-
te. Este procedimiento, di6 lugar a una inactivacién casi total
de la enzima, sin mayor solubilizacién de la misma.
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Se ensay6 ademds la técnica del congelamiento en
nitr6geno 1fquido y descongelamiento y posterior homogeneiza-
cién en un potter. Tampoco se tuvieron resultados efectivos,
ademds de observarse una pérdida muy marcada de la actividad,
comparando siempre con un control no tratado.

I-1.4. Tratamiento con sales.

Las membranas al ser expuestas a alta fuerza i6nica
alteran su estructura y se disocian los complejos proteina-pro-
teina y proteina-l1ipido, que son mantenidos por interacciones
de tipo electrostdtico (230).

Se prob6 el efecto de varias sales sobre las membranas
de T. cruzi. Para ello se procedi6 de la siguiente manera: el
sedimento de 105.000 x g se resuspendi6 en tamp6n B al que se
le adicionaron las diferentes sales en las concentraciones que
se especifican en la tabla VII. La suspensifén se homogeneizé
en un potter y se dej6 agitando magnéticamente durante 60 minu-
tos a 0°C, al cabo de ese tiempo se centrifug6é a 105.000 x g
por 60 minutos y se midié la actividad enzimdtica en el sedimen-
to y en el sobrenadante obtenidos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el 504(NH4)2
solubiliza un 20% de la enzima sin inactivarla. Esto es muy im-
portante, ya que hasta el momento no se habfa logrado ninguna
solubilizacién apreciable. Por ello se decidi6 probar tratamien-
tos combinados de sales y detergentes, como se detalla a conti-

nuacién.
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Actividad recuperada luego de la extraccién de las
membranas con o sin sales y centrifugaci6n posterior

Sal utilizada a 105.000 x g (%). '
Sedimento Sobrenadante
- 99,5 0,5

CiNa (0,5 M) 96,7 0,75

CiIK (0,5 M) 95 1,3

SO4Na2 (0,5 M) 86 7,2

504(NH4)2 (0,5 M) 72,3 20,9

SCNK (0,1 M) 99 1

Tabla VII. Distribuci6n de la actividad de adenil ciclasa luego de la
extracci6n con diferentes sales en presencia del tamp6n B.

I-1.5. Tratamiento con detergentes y saies.

Se pensé que la presencia simultdnea de detergente y
SO4(NH4)2 podrfa potenciar el efecto de cada uno y obtener asfi,
un mayor grado de solubilizacién. Asf entonces, se traté a las
membranas con tampén B, conteniendo Lubrol-PX y (NH4)2504 en
concentraciones variables. Se someti6é al homogeneizado a agita-
cién magnética suave durante 120 minutos a 0°C. Posteriormente
se centrifugé a 105.000 x g durante 60 minutos y se midié en am-
bas fracciones la actividad enzimdtica. Los resultados pueden
observarse en la tabla VIII.

Con los resultados obtenidos se puede observar que
la accién combinada del detergente y l1a sal es el método mas
efectivo de solubilizacién de la enzima de T. cruzi. Para la
purificaciébn y caracterizacién se utilizé el 5105 obtenido pos-
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teriormente a la extraccién con Lubrol PX-0,1% en presencia
de SO4(NH4)2 0,5 My centrifugacién.

Actividad recuperada luego de la extraccién

Agente Extractante y centrifugaci6n de las membranas (%).
Sedimento Sobrenadante
- 99,8 0,2
Lubrol PX (0,1%) 36,55 32,75
S04(NH,), (0.1 M)
Lubrol PX (0,1%) 40,35 45,88
SO4(NH4)2 (0.5 M)
Lubrol PX (0,5%) 33,60 28,12
504(NH4)2 (0.1 M)
30,14 20,17

Lubrol PX (0,5%
504(NH4)2 (0.5

Tabla VIII. Distribuci6n de la actividad de la adenil ciclasa posterior-
mente a la extraccién combinada de detergente no idnico y sal.

II. Purificacién parcial de la adenil ciclasa de T. cruzi.

II-1. Cromatograffa en hexilamino-sefarosa.

E1 primer paso de purificacién consistiéd en cromato-
grafiar el sobrenadante de 105.000 x g (5105) dializado prove-
niente de la solubilizacién de la enzima en una columna de he-
xilamino-sefarosa. La figura 25 muestra el perfil de elucidn de
la columna. La actividad enzimdtica eluyé en un solo pico a una
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concentracién de CINa de 0,30M, con una actividad especifica
de 280 pmoles/min/mg de protefna. Este valor es aproximada-

mente 4 veces mayor que el que corresponde al 5105.
Los detalles experimentales de este procedimiento

fueron descriptos en la secci6n de "Materiales y Métodos".

IT-2. Enfoque isoeléctrico en gradiente de sacarosa.

Con el fin de determinar el punto isoeléctrico de la
adenil ciclasa, una alfcuota de una preparacién del hexilamino-
sefarosa fue sometida a un enfoque isoeléctrico en gradiente de
sacarosa, armado en columna, con un rango de pH de 3,5 a 10
unidades. En la figura 26 se muestra el resultado de dicho ex-
perimento. La actividad enzimdtica enfocé en un solo pico a
pH:6,2, completamente resuelto del resto de las protefnas loca-
lizadas en la zona dcida del gradiente. La actividad recuperada
del electroenfoque fue muy escasa (aproximadamente un 9% de la
actividad sembrada), esto impidi6 seguir su purificacién

II-3. Discusién.

E1 principal inconveniente que surge en 1a purifica-
cién de la adenil ciclasa de T. cruzi, es la inactivacién gra-
dual de la enzima luego de su solubilizacién.

La recuperacifén de l1a actividad enzimdtica, después
del enfoque isoeléctrico, no permitié que se usara esta prepara-
ci6én para la caracterizacién molecular de la ciclasa.

‘ Muchas protefnas interactdan con colorantes de tria-
zina unidos a sefarosa por un mecanismo de absorci6n, especfifi-
co o no, afn no conocido (231). Se ha propuesto que el azul de
Cibacrén y otros sulfonatos policromdticos podrian imitar cier-
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Figura 26. Enfoque isoeléctrico de una preparacién de Hexilamino-sefarosa.

Rango de pH: 3,5 a 9,0 (&), pH; (o), actividad de adenil ci-
clasa; (m), protefna.
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tos aspectos de la adsorcién de nucle6tidos a los "sitios
nucleStidos"”" de las protefnas (232).

Emp]eandd estos métodos no se obtuvieron resulta-
dos satisfactorios. Por ello es que se utiliz6 para purificar
la enzima hexilamino-sefarosa, la cual tiene caracterfsticas
hidrofébicas, que es adecuada para el caso de aquellas protei-
nas que tengan asociados detergentes.

IIT. Caracterizaci6n molecular de la adenil ciclasa de T. cruzi.

ITI-1. Filtracién en gel (Bio-Gel A 5m)

La figura 27 muestra el perfil de elucién de una pre-
paracién de hexilamino-sefarosa, cormatografiada en una columna
analitica de Bio-Gel A-5m. La actividad de adenil ciclasa elu-
y6 como un dnico pico que precedié al de la fumarasa, con una
constante Kel= 1,8, correspondiente a un radio de Stokes de
5,65 mm. Las flechas indican la posicidn de los picos de elucidn

de las protefnas marcadoras.

III-2. Ultracentrifugaciones en gradientes de sacarosa

Para conocer el coeficiente de sedimentacidn
(SZO,w y SZO,D) y el volumen especffico (v ) parcial de la en-
zima, se realizaron centrifugaciones en gradientes de sacarosa
preparados con H20 y 020. En 1a figura 28 se observan los resul-
tados. En el grdfico se encuentra ademds la curva de calibracidn
realizada, segln la distancia recorrida por cada proteina marca-
dora desde el borde superior de cada gradiente hasta la posiciodn
alcanzada (r) al finalizar la centrifugacién, en funcién del co-
eficiente de sedimentacién (s). Las constantes de sedimentacidn
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Filtracién en columna analftica de Bio-Gel A-5m de una prepara-
cion de hexilamino-sefarosa.
E1 grdfico inserto muestra la relacién entre 1a Kqy y los radios
de Stokes para las protefnas marcadoras (e) y para la ciclasa (o).

B, bacterias; G,

-galactosidasa; F, fumarasa; L, lactato deshi-
drogenasa; M, malato deshidrogenasa y Cc, citrocromo c.
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para la adenil ciclasa fueron diferentes en ambos gradientes,
presentando un valor para H20 de 6,25 y para 020 de 5,05. Esto
estd indicando que la enzima tiene moléculas de detergente aso-
ciada, 1o que implica un cambio en el valor del volumen especf-
fico parcial de las protefnas marcadoras. Este valor fue calcu-
lado, como se especificd en "Materiales y Métodos" y resulté
ser igual a 0,83 mi/g.

Conociendo los valores del radio de Stokes, el volu-
men especifico parcial y el coeficiente de sedimentacidén en
H20 de la enzima, es posible estimar el peso molecular relati-
vo del complejo proteina-detergente. E1 valor hallado fue de
230.000 D. Sabiendo que el volumen parcial especifico del deter-
gente utilizado (Lubrol PX) es de 0,958 m1/g, se pudo calcular
la cantidad de detergente unido a la enzima, que fue de 0,754 mg
por mg de proteina.

Adem&s se calculd un coeficiente friccional (f/fo) de
1,33, basandose en las formulas expuestas en el apartado IX-4

de "Materiales y Métodos".
En la tabla IX se resumen los pardametros hidrodindmi-

cos del complejo adenil ciclasa-detergente y el peso molecular

calculado para la enzima sola.

III-3. Discusion.

Cabe destacar que los valores hallados para los pardme-
tros moleculares de la adenil ciclasa de T. cruzi solubiliza-
da con Lubrol PX, fueron determinados en presencia del deter-
gente, por lo tanto los datos obtenidos corresponden al comple-
jo enzima-detergente. Considerando la cantidad de detergente
asociado a la molécula se obtuvo un peso molecular bastante in-

ferior, 131.000D.
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Centrifugaciones en gradientes de sacarosa de una preparacion de
hexilamino-sefarosa de T. cruzi.

Los gradientes se realizaron en H,0 o D,0. E1 grdfico insertado
muestra 1a movilidad en funcién dg los Eoeficientes de sedimenta-
cién de la ciclasa (o) y las protefnas marcadoras (e).

¢, catalasa; L, lactato deshidrogenasa; M, malato deshidrogenasa

y Cc, citocromo c.
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I- Complejo protefna-detergente

Pardmetro Valor
Sp0.w (9) 6,2 20,15
S50, () 5,0 2 0,10
s tokes (nm) 5,65 ! 0,10
v (m1/g) 0,83
P.M 230.000
f/fo 1,33
pl 6,2

Lubrol:Proteina 0,87:1,0
(mg:mg)

II- Proteina

P.M. 131.000

Tabla IX. Parametros hidrodindmicos y moleculares de la adenil ciclasa

de T. cruzi.

En Ta tabla X se exponen los parametros moleculares
e hidrodindmicos calculados para adenil ciclasas solubilizadas
de diferentes organismos y tejidos. Se observa que las enzimas
mencionadas poseen pesos moleculares que oscilan alrededor de
200.000D, mientras que el de T. cruzi es menor.

Kornblihtt (9) estudi6 l1a adenil ciclasa soluble de
testiculo de rata y determiné un peso molecular de 70.000D. Es-
ta enzima es Mn2+ dependiente. Podria ser, que esta fuera parte
o al menos tuviera un polipéptido comin a las ciclasas extraidas
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TESTICULO TESTICULO LINFOMA INFOMA
TEJI00 SOLUBLE MEMBRANA NEUROSPORA RIRON CEREBRO HIGADO 49 a9 ©ve TRYPANQSOMA
Referencia  Kornblihtt Neer Reig Macia Neer Neer Stengel Gilman Gilman Esta Tesis
(9) (43) (174) (226) (234) (235) (127) (127)

Peso mo-
lecular 74.000 190.000 200.000 159.000 220.000 180.000 250.000 190.000 131.000

(230.000)
S50.4(S) 4.3 6.7 6.2 5.9 8.1 6.8 8.3 6.5 6.2
Radio de
Stokes (nm) 3.9 6.8 7.3 6.2 7.0 7.0 7.1 7.1 5.65
v (ml/g) 0.74 0.73 0.74 0.74 0.79 0.82 0.78 0.76 0.83
f/fo 1.4 1.6 1.65 1.6 1.5 1.5 1.6 1.8 1.33

Tabla X. Propiedades hidrodindmicas de las adenil ciclasas soluble y de
membrana de distintos tipos de células eucaribticas.
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de membrana. Respecto de esto G1timo, cabe sefialar que Gilman

no obtuvo resultados favorables respecto a una interaccién pro-
ductiva de la ciclasa soluble de testfculo con una proteina re-
gulatoria N (127). Alternativamente podrfa ser que la molécula
de la subunidad catalftica (C) de la ciclasa de membranas
(200.000D) tuviera mds de un polipéptido y que uno de ellos fue-
ra el resnonsable de la catdlisis con Mn2+ y tuviera un peso mo-
lecular de 70.000D.

IV. Purificacidn parcial de la adenil ciclasa de N. crassa.

IV-1. Solubilizacién.

Se parti6 de la cepa salvaje St L 74 de N. crassa,
utilizando como medio de homogeneizacidn tamp6én A, conteniendo
NaCl 0,5 M, se centrifugé a 105.000 x g, siendo al fuente de
enzima la fraccién soluble (236) como se especificd en el apar-
tado X de "Materiales y Métodos".

IV-2. Cromatograffa en hexilamino-sefarosa.

E1 primer paso de la purificacién de esta enzima fue
cromatografiar el sobrenadante de 105.000 x g (5105) dializado
exhaustivamente en una columna de hexilamino-sefarosa. En la
figura 29 se muestra el perfil de elucién de la columna. La
enzima eluy6 en un pico neto, a una concentracién de CINa de
0,5 M con una actividad especffica de 115 pmoles/min/mg de pro-

teina.

IV-3. Filtracién en gel (Bio-Gel A-5m)

La adenil ciclasa elufda de l1a hexilamino-sefarosa,
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Figura 29.
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Volumen de elucion (ml)

Cromatograffa en columna de hexilamino-sefarosa de un 5105
de N. crassa.

o, actividad de adenil ciclasa; o, protefna.
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se dializ6 y concentré por ultrafiltracién en membranas de
Amicén PM30. Este procedimiento permitié obtener un volumen
de 5 ml, el cual se sembré en una columna de Bio-Gel A-5m.
La figura 30 muestra el perfil de elucién de la columna. La
actividad enzimdtica eluy6 en un pico Gnico

IV-4. Discusidn.

La adenil ciclasa de N. crassa fue purificada a
homogeneidad por Reig Macfa (174). E1 protocolo seguido en
esta tesis para su purificacién parcial, fue similar. E1 mo-
tivo por el cual se deseé aislar nuevamente esta enzima, fue
para utilizarla como antfgeno en la obtencién de anticuerpos

. monoclonales.

Para este tipo de técnica no se requiere un inmunége-
no de alta pureza, es por ello que para la preparacién de tal
antigeno se utilizaron solo dos pasos cromatogrdficos de puri-

ficacifdn.

V. Experimentos de reconstitucién del sistema adenil ciclasa
sensible a hormona con la enzima de N.crassa y el componen-
te requlatorio de eritrocito de pavo.

Como se especific6 en el apartado II-2 de "Introduc-
cién", se supone que el sistema de Ta adenil ciclasa sensible
a hormona estd constituido por al menos dos entidades proteicas,
el componente regulatorio (N) y el componente catalitico (C) y
ademds el receptor (R) (figura 4).

Estudios hechos por Gilman (127) en diferentes mutan-
tes de linfoma 549, 1levaron a dilucidar inportantes funciones
de cada uno de estos componentes. En ausencia de la subunidad
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regulatoria, como ocurre en la variante cyc de linfoma 549, el
componente catalftico s6lo manifiesta su actividad en presencia
de Mn2* y carece de sensibilidad frente al F , guanil nucledti-
dos y toxina del c6lera. Estas propiedades moleculares le confie-
ren similitud con las adenil ciclasas de Neurospora crassa y
Trypanosoma cruzi.

En 1978, Ross y Gilman (40) obtuvieron a partir de mem-
branas de la variante cyc del linfoma 549, un sistema sensible
a F7, guanil nucle6tidos y toxina del c6lera, al adicionarles
el componente N de membranas de célujas de linfoma 549. Resulta-
dos parecidos obtuvo Stengel (237), en este caso se reconstitu-
y6 el sistema con la adenil ciclasa de espermatozoide y el com-
ponente regulatorio proveniente de eritrocito humano, siendo 1la
actividad resultante sensible a los efectores antes mencionados.
Ademds fue sensible a prostaglandinas, esto estd indicando que
también se transfieren receptores del eritrocito.

En este apartado, se demuestra la existencia de simi-
litudes entre el componente catalftico de la adenil ciclasa de
organismos eucariotes inferiores y superiores. Ademds, se demues-
tra que la ciclasa de Neurospora puede interactuar con el com-
ponente regulatorio proveniente de extractos de membrana de eri-
trocito. Los detalles experimentales fueron especificados en el
apartado XV de "Materijales y Métodos". E1 esquema seqguido para
este procedimiento se desarroll6 en la figura 21.

V-1. Actividad de adenil ciclasa en preparaciones de N.crassa
y Eritrocito.

En la tabla XI se puede observar las actividades enzi-
mdticas de las membranas de eritrocito y su correspondiente ex-
tracto en digitonina y también de las membranas de N.crassa.
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Actividad de adenil ciclasa
Eritrocito Neurospora
Extracto en
Membranas detergente Membranas
sterge
Mn
2+ L 24 2+ 24
Ligando (M) Mn Mg M°2+ Mn Mg
g
pmol/min/mg.proteina
Ninguno 21.1 6.3 0.2 85.7 1.4
Isoproterenol
10”7 27.2 11.4 0.2 91.1 1.3
107° 26.3 22.2 0.2 92.1 1.3
1072 26.9 25.7 0.2 92.5 1.2
Gpp(NH)p, 1076 29.9 9.4 0.2 9.7 1.3
Isoprotereno], 10%  30.0 31.1 0.2 2.9 1.2
Gpp(NH)p, 10
Fluoruro 1072 332,0 552,0 0.2 92.9 1.3

Tabla XI. Actividades de adenil ciclasa, medidas en presencia de

Mnct o Mg2+, en membranas de N.crassa, en membranas de
eritrocito de pavo y en extractos en detergente (digi-
tonina) de las membranas de eritrocito. Las mezclas de
reaccién contuvieron 86, 125 y 75 pug de protefina, res-
pectivamente.
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Las membranas de eritrocito, medidas en presencia de
M92+, presentaron considerable respuesta al isoproterenol,
Gpp(NH)p y Fluoruro. Por el contrario, el efecto del isoprotere-
nol fue menos marcado en presencia de Mn2+.

En los extractos en digitonina no se pudo detectar ac-
tividad enzimdtica. Lo mismo ocurrié, cuando se preincubé un ex-
tracto en colato a 37°C durante 20 minutos (datos no presentados).
E1 pretratamiento de los extractos con toxima del cdlera no in-
crementd la actividad enzimdtica.

Por otro lado, las membranas de Neurospora tuvieron
una actividad dependiente del Mg2+ de aproximadamente el 1% de

la obtenida con Mn2+.

V-2. Requerimientos para la obtencién de un sistema reconsti-

tuido.

En la tabla XII se muestran las actividades de adenil
ciclasa medidas en presencia de M92+. Se observé que s6lo en las
mezclas de incubacién en los que habfa membranas de N.crassa,
cepa salvaje y'extractos en detergente de eritrocito hubo acti-
vidad y ademds ésta era estimulada por los distintos efectores.
Este comportamiento no se manifesté cuando se emplearon prepara-
ciones solubles de ciclasa de N.crassa ni de testiculo. Tampoco
existié reconstitucién cuando se utilizaron membranas de N.crassa
de la mutante cr-1 o membranas de N.crassa, cepa salvaje, previa-

mente calentada a 100°C durante 5 minutos.
Esto sugiere que la reconstitucién requere del entor-

no lipidico de 1a membrana para que sea efectiva.
E1 experimento realizado con la mutante descarta la

posibilidad de aparici6én de actividad de adenil ciclasa dependien-

te de M92+, debido a una reactivacién del componente catalfitico
(C) del eritrocito al interactuar con un soporte membranoso (238).
Un punto muy importante que se debe aclarar, es el
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ACTIVIDAD DE ADENIL CICLASA
(pmo1/min/mg de proteTna)  COMPONENTES EN LA MEZCLA
BASAL ISOPROTERENOL FLUORURO
SISTEMA BIOLOGICO + Gpp(NH)p C R N MEMBRANA

Membranas N.Crassa
Cepa StL74 1,9 1,6 1,5 + - - +

Membranas N.Crassa

Cr-1 0,5 0,4 0,4 - - - +

Membranas N.Crassa
Cepa StL74, calentadas 0,3 0,3 0,3 - - - ?

Adenil Ciclasa
Soluble N.Crassa 1,8 1,4 1,4 + - - -

Adenil Ciclasa
Soluble Testfculo 0,3 0,5 0,3 + - - -

Extracto en detergente
de Eritrocito 0,3 0,3 0,3 - + o+ -

Membranas N.Crassa

Cepa StL74 +

Extracto en detergente

de Eritrocito 3,0 19,0 90,0 + + ¢+ +

Membranas N.Crassa
Cr-1 + Extracto en de-

tergente de Eritrocito 0,5 0,4 0,4 -+ 4+ +
Membranas N.Crassa

Cepa StL74, calentadas +

Extracto en detergente

de Eritrocito 0,3 0,3 0,3 -+ o+ ?

Adenil Ciclasa

Soluble N.Crassa +

Extracto en detergente

de Eritrocito 1,8 1,5 1,5 + + + -

Adenil Ciclasa

Soluble Testfculo +

Extracto en Detergente

de Eritrocito 0,4 0,5 0,4 + O+ o+ -

Tabla XII. Requerimientos para la obtenci6n de un sistema de reconstitucién efec-
tivo. Las mezclas de reacci6n de membranas de N.crassa, StL74, membranas de
N.crassa, cr-1, extracto en colato de eritrocitos tratados con toxina del célera,
adenil ciclasa soluble de N.crassa o adenil ciclasa soluble de testfculo, tienen
85, 86, 75, 300 o 190 ug de protefna respectivamente. Los ensayos se real1zaron
en presencia de Mg2+. Lag conc ntrac1anes de isoproterenol, GppNHp y fluoruro

en las mezclas fueron 10- 10‘ y 107“M respectivamente.
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origen de los receptores (5-adrenérgicos. Es decir, si los
efectos obtenidos son producto de uniones especfficas al verda-
dero receptor, o si son debido a uniones no especificas a la mem-
brana. Para ello se midié la uni6én ("binding") del (-) [3H] dehi-
droalprenolio]l a membranas de eritrocito y de Neurospora y a ex-
tractos en detergentes. E1 binding especffico solamente se obser-
v6 en las preparaciones provenientes de eritrocito (figura 31).

V-3. Variacién de la actividad enzimdtica en el sistema recons-
tituido en presencia de diversos efectores.

En la figura 32 y 33 se muestran las variaciones de la
actividad de la adenil ciclasa, con el tiempo, en los sistemas
reconstituidos a partir de membranas de N.crassa y extractos en
colato de membranas de eritrocito de pavo no tratadas y tratadas
con toxina del célera, respectivamente. Las velocidades de reac-
cidn fueron proporcionales al tiempo de incubacifn-

En el sistema reconstitufdo, en el que se utilizaron
extractos provenientes de membranas no tratadas con toxina, los
efectos estimulatorios se observaron con isoproterenol mds Gpp(NH)p
o fluoruro. En el sistema que fue tratado con toxina, la actividad
enzimdtica fue comparativamente mayor y ademds el Gpp(NH)p estimu-
16 en ausencia de isoproterenol.

V-4. Variaci6én de la actividad enzimdtica del sistema reconsti-
tuido por las diferentes concentraciones de extracto en

colato utilizados en el ensayo.

Las varijaciones de actividad enzimdtica del sistema
reconstituido fue medido ante los diferentes efectores, como
una funcidén de la concentracién de extracto en colato.
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Figura 31. Medida del "binding" de (-) [3H] dehidroalprenolol a membranas

de eritrocito de pavo, a extractos en detergente de los mis-
mos y a N.crassa.
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Figura 32. Medida de la actividad de adenil ciclasa en funci6n del tiempo, en
un sistema reconstitufdo que contiene membranas de N. crassa StL 74 (215 pg de
proteina) y un extracto en colato de membranas de eritrocito no tratadas con
toxina del c6lera (125 ug de protefna). Las mezc]assfueron suplementadas con:
(o) nada; (o) Gpp(NE)p 10-6M; (=) Isoprn%ereno] 10"°M; (o) Isoproterenol mis
Gpp(NH)p, ambos 10°°M 6 (a) Fluoruro 107 M.

En la figura 34 se pueden observar los resultados ex-
perimentales. Se ve que en presencia de isoproterenol mas Gpp (NH)p
o fluoruro, al aumentar la concentracidn de extracto, el sistema
tiende a saturarse, mientras que la actividad basal mantiene su
proporcionalidad con el aumento de extracto.

V-5. Efecto del isoproterenol y el fluoruro en el sistema recons-
titufdo en presencia de Gpp(NH)p.

En la figura 35 se muestran las variaciones de la acti-
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Figura 33. Medida de la actividad de adenil ciclasa en funcidn del tiempo,
en un sistema reconstitufdo que contiene membranas de N. crassa St L 74
(230 pg de protefna) y un extracto en colato (125 Hg de proteina) previamen-
te tratados con toxina del c6lera. Los simbolos son similares que en la
figura 31.

vidad de adenil ciclasa en el sistema reconstituido, medida en
presencia de Gpp(NH)p 10'7M, como una funcién de 1la concentra-
ci6én de isoproterenol. La estimulacién resulté ser saturable,
alcanzando la mitad de 1a midxima estimulacién a 10'7M de isopro-
terenol. Estos resultados concuerdan con l1os obtenidos por
Aurbach y colaboradores (239) en membranas de eritrocito dé pavo.

En la figura 36 se observan las variaciones de activi-
dad del sistema reconstituido en funcién del fluoruro. Estos
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Figura 34. Actividad de adenil ciclasa en funcién de la concentracién de

extracto en colato de las membranas de eritrocito. Condiciones
y sfmbolos, ver figura 32.
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Figura 35. Actividad de adenil ciclasa en un sistema reconstituido como fun-
cién de la concentraci6én de Isoproterenol. Membranas de N.crassa
St L 74 (215 pg de protefna) se mezclaron con extracto en colato
(120 pg de protefna) de membranas de eritrocito n9 tratadas con
toxina. La mezcla se suplementS6 con Gpp(NH)p 10-/.
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Figura 36. Actividad de adenil ciclasa en un sistema reconstituido como fun-
ci6én de la concentracién de fluoruro. Membranas de N.crassa St L74

(250 ug de protefna) se mezclaron con extracto de colato (100 ug de
protefna) de membranas de eritrocito no tratadas con toxina.

incrementos ocasionados por el i6n son similares a los obtenidos
para el sistema de adenil ciclasa de hfgado (240).
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V-6. Reconstitucién de la actividad de adenil ciclasa depen-
diente de Mg2+ en membranas de N. crassa utilizando ex-
tractos de membranas de eritrocito pretratadas con toxi-

14¢1nAD.

na del célera y [

Para confirmar que la reconstitucién se llevé a ca-
bo a través de la interaccidén del componente N, proveniente
de las membranas de eritrocito, con el componente C de las mem-
branas de N.crassa; se trataron las membranas de eritrocito
:on toxina del célera y [14C]NAD, tal como se describe en el
apartado XIII-2 de "Materiales y M&todos". De esta manera,
por ADP ribosilacién (apartado II de Introduccién) se "marca"
con 14C el componente N. Posteriormente se solubilizé con di-
gitonina, la cual inactiva el componente C. Obtenido un extrac-
to con digitonina, se lo cromatografié en una columna de Ultra-
gel AcA34, ver apartado XIV-3, de "Materiales y Métodos". EI
perfil de elucién de 1a columna puede observarse en la figura
37, en el cual el pico de radioactividad se ubicé en un peso
molecular correspondiente a 30-35.000D0. Cada una de las frac-
ciones se reconstituyé con membranas de N.crassa y se midié
actividad en presencia de MgZ+. Las fracciones en las que se
encontr6 actividad enzimdtica, coincidieron con la radioacti-
vidad, de manera tal que se puede decir que la reconstitucidn
del sistema se 1leva a cabo entre el componente N de eritroci-

to y la unidad catalftica de N.crassa.

V-7. Discusién.

En este apartado se demuestra que las membranas de
la cepa salvaje de N.crassa, son capaces de interaccionar con
componentes regulatorios provenientes de extractos en detergen-
tes de membranas de eritrocitos de pavo.



- 141 -

_ 3o Bp 6000F ¢ M Cc
€ \ $ ¢
5 ®
o = : @
< c y
E 20 Q 4000 ¢ o
4 €
o Q
£ (3)
a -
(&)
& 10f * 2000}
<
-
ot
Q
Obt—wn
0 40 S0 60 70 80 100 120
Volumen de elucion (ml)
Figura 37. Perfil de elucién de una cromatografifa en Uitrogel AcA 34 de un

extracto en digitonina al 1% de membranai4de eritrocito, previa-
mente tratadas con toxina del célera y [*“CINAD.

(o), radioactividad; (o), actividad de adenil ciclasa en presen-
cia de Mg2+.

Las flechas indican la posicién de las protefnas marcadoras: BD,
azul de dextrano; C, catalasa; M, malato deshidrogenasa y Cc,

citocromo C.
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Como resultado de tal interaccién, se reconstituye
el sistema de la adenil ciclasa, el cual es cataliticamente
activo en presencia de Mgz+ y es activado por Gpp(NH)p més
Isoproterenol o fluoruro o por toxina del cé6lera.

Es importante destacar que, para obtener un sistema
funcionalmente activo, se requiere: 1) una entidad catalftica,
dada por las membranas de N. crassa, cepa salvaje; 2) un recep-
tor y una entidad regulatoria, que se hallan en los extractos
en detergentes de membranas de eritrocito y 3) membranas. Las
membranas de N.crassa, cataliticamente inactivas, tales como
las de mutante cr-1 o membranas calentadas no son capaces de
brindar un sistema reconstituido activo. Esto estd indicando
que la reconstitucién es una consecuencia de la interaccién
entre la adenil ciclasa de N.crassa y algunos componentes exis-
tentes en Tos extractos en detergentes y no una reactivaciadn
de la actividad enzimdtica de tales extractos, por causas ta-
les como la interaccién con los 1fpidos de la membrana. Esta
dltima posibilidad ha sido analizada recientemente por Hebdon
y colaboradores (238).

Estos experimentos ponen ademds en evidencia que
las membranas son un componente fundamental en la reconstitu-
cién, ya que preparaciones de adenil ciclasa soluble de N.cra-
ssa y de testiculo de rata, no reconstituyen un sistema acti-
vo.

Otro punto a considerar es, la respuesta hormonal
en el sistema reconstituido. Por experimentos de "binding: se
demostré que los receptores G-adrenérgicos son proporcionados
por los extractos y no por la membrana de N.crassa. En Ja lite-
ratura existen muchas evidencias de que en otros sistemas ocu-
rre 1o mismo (241) (242).

Se puede observar, por otro lado, que el sistema hete-
rologo reconstitufdo (Neurospora-Ave) muestra una curva dosis-
respuesta para isoproterenol similar a la que se obtiene en
un sistema homélogo como es el de membranas de eritrocitos
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aviarios (241).

En los sistemas heterélogos, la formacién de un com-
plejo ternario, receptor-N-C, parece ser esencial, si se utili-
zan extractos en detergentes de membranas no tratadas con to-
xina del célera. En caso de emplearse para la reconstitucidn
membranas previamente tratadas con la toxina, parece que la
formacion de un complejo binario, N-C, es requerida para la
activacion enzimdtica.

Segin el modelo propuesto por Cassel y Selinger (fi-
gura 4), la accién hormonal es importante a nivel del recambio
de GDP por GTP en el componente regqgulatorio, de esta manera
favorece la reactivacién del sistema. Cuando las membranas no
son tratadas con toxina del c6lera, la estimulacién por el nu-
cle6tido de guanosina, requiere la presencia del isoproterenol.
Esto se debe a que el GDP u otro nucleétido, se hallan fuerte-
mente unido al componente N y por ello es necesaria la accién
hormonal para su recambio (efecto heterotrfpico negativo). Sin
embargo, si las membranas son tratadas con toxina del célera,
no se necesita del efecto hormonal. Estos resultados indican,
que dicha toxina no s6lo inhibe la actividad GTPdsica, sino
también favorece el recambio de nucleétidos del sitio requla-
torio del componente N. Hay que destacar que el mecanismo por
el cual la hormona ejerce su efecto, debe ser diferente, pues
el Isoproterenol es capaz de estimular la adenil ciclasa en
presencia de Gpp(NH)p de membranas pretratadas con toxina del

colera.

VI. Experimentos de fusifén entre membranas de T. cruzi y com-
ponente regulatorio de membranas de higado de rata.

Schramm (243) demostré que la adenil ciclasa podia
ser inactivada en células intactas por tratamiento N-etilma-
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leimida (NEM), mientras los receptores de catecolaminas perma-
necifan intactos. Posteriormente estos receptores pudieron ser
acoplados a la adenil ciclasa de otras células, mediante la
fusién mediada por virus Sendai. En forma similar se logré
transferir el receptor de prostaglandina E1 (244). Estos expe-
rimentos confirmaron que los receptores hormonales existen en
la membrana celular como entidades independientes de la adenil
ciclasa.

Actualmente, se ha dejado de lado la utilizacidn del
virus Sendai para fusionar y en su reemplazo se emplea el PEG,
cuyo empleo ha sido exitoso en experimentos de trasferencia
de diferentes tipos de receptores luego de operado el fené6me-
no de fusién de membranas (245).

En este apartado se muestran los resultados obteni-
dos al transferir receptor de glucagén de membranas de higado
purificadas a membranas de T. cruzi, las cuales poseen una ac-
tividad de adenil ciclasa insensible a hormonas.

Los detalles experimentales fueron desarrollados en
la secciéon XVI de "Materiales y Métodos". E1 esquema seguido
en el procedimiento se muestra en la figura 22.

Vi-1. Actividad de adenil ciclasa en preparaciones de T.cruzi
e higado de rata.

En la tabla XIII se pueden observar las actividades
enzimdticas de las membranas de hfgado, tratadas o no con NEM
y de membranas de T.cruzi y el corrésbondiente extracto en
digitonina.

Las membranas de hfgado presentaron en presencia de
Mg2+ una respuesta apreciable al glucagén y mds aidn al fluoru-
ro. Por el contrario, no se observé actividad de adenil cicla-
sa en las membranas tratadas con NEM. En las membranas de
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ACTIVIDAD ADENIL CICLASA (MgZ+)

COMPONENTES pmoles/min/mg. prot.

ADICIONES Membrana N-R C Basal Glucagon F~
+
Gpp(NH)p

Membranas de higado + + + 5,0 28,0 70,0
Membranas de higado-NEM + + - 0,8 0,8 0,6
Membranas de T.cruzi - - 4+ 4,8 4,0 5,1
Extracto en digitonina
de T. cruzi - - 4+ 5,0 4,6 5,2
Membranas de T.cruzi +
Membranas de higado-NEM + + + 9,0
Extracto en digitonina
de T.cruzi + Membranas
de hfgado-NEM. - + + 5,1 5,2 4.5

Tabla XIII.

Actividades de adenil ciclasa, medidas en presencia de Mgz+.
Las mezclas de reaccioén de membranas de higado, membranas de
hfgado tratadas con NEM, membranas de T.cruzi o extracto en
digitonina de membranas de T. cruzi, contienen 429, 250, 270
y 130 ug de protefna respectivamente. Las concentraciones de
g]ugagén, pp(NH)p y fluoruro en las mezclas fueron 10'6,
107° y 107¢ respectivamente.
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T. cruzi o su extracto en digitonina no se observé estimulacidn

por glucagén o fluoruro. Cuando se fusionaron ambos tipos de
membranas se obtuvo una estimulacién considerable en presencia
de glucagén mds Gpp(NH)p o fluoruro. Sin embargo estos efectos
no se lograron reemplazando las membranas de T.cruzi por extrac-
tos en digitonina de las mismas. Esto estd indicando el reque-
rimiento de ambas membranas para la transferencia efectiva del
receptor.

Schramm (216) encontrd que su sistema no solo requie-
re de dos tipos de membranas, sino también la presencia en el
medio de reaccidén de fosfolipidos. En los experimentos de es-
te autor la adicién de los fosfolfpidos resulté ser importan-
te, pues mejoré la eficiencia de la fusién entre membranas
de higado y células de la eritroleucemia de Friend.

En el sistema que se discute en este apartado, la
presencia de fosfolfpido no modificéd los resultados expuestos.

Para destacar posible reactivacién de la actividad
adenil ciclasa por parte de las membranas de higado, se reali-
zaron fusiones entre las mismas, pero en ningldn momento se de-
tecté actividad mayor que las que ellas posefan previamente
a la fusién (resultados no mostrados).

También se estudid la posibilidad de que la respues-
ta producida por el glucagén en el sistema heter6logo fuera
debido a un efecto inespecifico. Para ello se midié el "binding
del glucagén a las membranas de T.cruzi. Como se puede obser-
var en la figura 38, la unién de la hormona radioactiva a las
membranas de T.cruzi es muy baja y no es desplazable por exce-
so de hormona fria. Esto indicarfa que la respuesta del siste-
ma al glucagdén, es debida a los receptores especificos existen-

tes en las membranas de hfigado.
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VI-2. Varijacidon de la actividad enzimdtica en las membranas
utilizadas y en el sistema reconstituido, en presencia
de diversos efectores.

En la figura 39 se muestra la actividad de adenil
ciclasa en funcién del tiempo, en las membranas de higado y
de T.cruzi. En el primer caso, se midié la actividad basal
o en presencia de glucagén mds Gpp(NH)p o fluoruro, mientras
que en las otras membranas las actividades fueron medidas con
Mn2+ y con M92+. Como puede observarse, las membranas de higa-
do tuvieron una respuesta proporcional al tiempo no sé6lo en
su actividad basal sino también en presencia de los diferentes
efectores. En cuanto a las membranas de T.cruzi se puede ver
que la actividad con M92+es aproximadamente el 0,5% de 1a me-
dida con Mn2+. Estos resultados estan de acuerdo con la lite-
ratura e indican que no se puede descartar la presencia de un
componente regulatorio (N) responsable de esa actividad depen-
diepte de M92+. En caso de ser afirmativo, dicha proteina de-
be ser bastante rudimentaria pues el porcentaje de actividad
es muy bajo, ademds de no presentar variaciones por el agrega-
do de diferentes efectores. En la fiqgura 40 se pueden observar
las actividades en los sistemas originados por la fusidn de
membranas de higado y T.cruzi. Las mismas resultaron proporcio-
nales al tiempo de ensayo, no s6lo en cuanto a la actividad
basal, sino también cuando se le agregé fluoruro o glucagédn
mids Gpp(NH)p. De la misma manera se comporté el sistema, cuan-
do se utilizaron membranas de higado pretratadas con toxina
del célera. En este caso, sin embargo, los niveles de activi-

dad alcanzados fueron mayores (figura 40').
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Vi-3. Efecto del ién fluoruro en el sistema originado por
fusidn.

En la figura 41 se pueden ver las variaciones de la
actividad de adenil ciclasa como una funcién de la concentra-
ci6n de fluoruro; el sistema tiende a saturarse a una concen-

tracion de anién iqual a 100mM.

Vi-4. Efecto del glucagdén en el sistema originado por fusidn
en presencia de Gpp(NH)p.

Las variaciones de actividad enzimdtica del sistema
fueron medidas en presencia de Gpp(NH)p 10'5M,como una funcién
de la concentracidn de glucagén. En la figura 42 se muestra
el comportamiento del sistema, el cual es saturable y alcanza
la mitad de la estimulacién médxima a 10'6M de glucagdn.

VI-5. Discusién.

Los experimentos desarrollados en esta seccidén per-
miten demostrar que mediante la fusién de membranas de diferen-
tes orfgenes como son las de hfgado de rata y T.cruzi, se pro-
duce la interaccidn de componentes proteicos presentes en los
diferentes soportes. Es decir, la difusién lateral a través
de las membranas, permite que estas se complementen y asi es
que el receptor de glucagbn y el componente regulatorio pro-
veniente de las membranas de hfgado interactian con la subuni-
dad catalitica de T.cruzi, confiriéndole a la.enzima las carac-
teristicas de una adenil ciclasa sensible a hormonas.

Los trabajo de Citri y Schramm (246) enfatizaron el
concepto de que los receptores y el componente N pueden mover-
se sobre el plano de la membrana, gracias a la fluidez de la
misma, interactuando asf con el componente catalitico.
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Como se puede apreciar en los diferentes experimen-
tos, los niveles de actividad de adenil ciclasa, en el siste-
ma originado por fusién, superan notablemente los de las mem-
branas de higado. Esto estarfa indicando que las membranas de
T.cruzi ofrecen la sistema un gran nimere de subunidades cata-
liticas. Por tanto en hfgado la actividad estarfa limitada por
la oferta de C y por 1a de los factores regulatorios. Los re-
sultados obtenidos en el apartadeo anterior y en éste, consti-
tuyen la primera evidencia de que la adenil ciclasa de un or-
ganismo eucariote inferior es capaz de reconocer componentes
reguladores del sistema adenil ciclasa de vertebrados. Esto
podria indicar que evolutivamente la subunidad catalitica de
la adenil ciclasa fue adicionando componentes reguladores, man-
teniéndose la entidad catalitica sin variaciones importantes.
En este sentido es notable la similitud entre las subunidades
cataliticas de eucariotes superiores y la enzima de N.crassa.

VII. Anticuerpos monoclonales para adenil ciclasa de N.crassa.

Los anticuerpos monoclonales presentan ciertas carac-
teristicas respecto de los policlonales que favorecen su uti-
lizacion experimental. En este sentido las ventajas en la uti-
lizacidon de los primeros puede resumirse como sigue:

- Los titulos son generalmente altos.
- La fuente de obtencién de anticuerpos es ilimitada.

- Los anticuerpos son homogeneos, aunque el antigeno utiliza-
do en la inmunizacidén es de baja pureza.

- No presentan la imposibilidad de reproducir, en un nuevo
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animal, la combinacidén de anticuerpos previamente obtenida
(247). Hecho que es propio de los anticuerpos policlonales.

La obtencidén de anticuerpos monoclonales contra la
adenil ciclasa de Neurospora crassa, se realizé como se espe-
cifico en el apartado XVII de "Materiales y Métodos".

Luego de haber transcurrido aproximadamente un mes
de la fusién, se ensayaron los medios de cultivo de los hibri-
domas, para comprobar si estaban o no secretando inmunoglobu-
linas, posterior a la positividad de este ensayo, para luego
determinar si algunos de estos anticuerpos secretados reaccio-
naban con la adenil ciclasa especfficamente. Como se puede ver
en la tabla XIV en los diferentes clones ensayados se tuvie-
ron distintos porcentajes de inhibicién de la actividad enzi-
mdtica respecto del control correspondiente. La mayoria de los
medios ensayados produjeron inhibiciones del 7 al 22% de la
actividad. Sin embargo, los medios procedentes de los 1lamados
clon 2, 12, 30, 90 y 91 inhibieron la adenil ciclasa entre

49-58%.

E1l medio proveniente del clon 90, originé 1a mdxima
inhibicion, por tal motivo fue seleccionado para su reclonaje
por dilucidn limite y para realizar los experimentos que se
describen a continuacién.

E1 efecto inhibitorio del clon seleccionado fue au-
mentando paulativamente desde un 58% hasta llegar al 100%.

Como se puede observar en la figura 43A, el medio
del clon 90 originé un efecto inhibitorio dosis-dependiente;
es decir que aumentando la cantidad de medio presente en el
ensayo, se alcanz6 hasta un 80% de inhibicién de la actividad
enzimdtica. Ademds, este efecto fue aumentando a medida que
se incrementaba el tiempo de preincubacién del medio con 1la
preparacion de adenil ciclasa; este comportamiento se muestra
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ACTIVIDAD DE

TIEMPO DE ADENIL CICLASA INHIBICION
MF?{?M VOLUMEN (ul)  PREINCUBACION (min) (pmol/min/mg.prot.) (%)
Clon 2 20 180 306 49
Clon 12 20 180 252 58
Clon 30 20 180 270 55
Clon 90 20 180 252 58
Clon 91 20 180 270 55
Clon 6 20 180 558 7
Clon 22 20 180 468 22
Clon 82 20 180 498 17
Control 20 180 516 14
Nada - 180 601 -

Tabla XIV. Inhibicidn producida por diferentes clones sobre la actividad
de adenil ciclasa de N. crassa. Las condiciones del ensayo son

las indicadas en el texto.
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Figura 43. Variacién de la inhibicién de la actividad de adenil ciclasa
de N.crassa, con el aumento de la cantidad de medio del clon

90 presente en el ensayo (A) y en funcién del tiempo de pre-
incubacién de la mezcla (B).

20 ul1 de la preparacién enzimdtica se preincuban con cantidades
variables de anticuerpo durante 180 minutos a 22°C o 20 ul de
la preparacién enzimdtica se preincubaron con 30 ul de medio,
durante tiempos variables a 22°C. Posteriormente, en la mezcla

se determiné la actividad enzimdtica.
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en la fiqgura 43B, en la cual se ve que alcanza una inhibicién
mdxima a los 180 minutos de preincubacién.

Para descartar toda posibilidad de que se deba a una
inhibiciéon inespecifica, se pretraté el medio proveniente del
clon 90 con antisuero de ratén producido en conejo. Se puede
observar en la tabla Xv que el efecto inhibitorio desaparece.

Estos resultados, sugieren que el efecto inhibitorio
del clon 90 es realmente debido a una reaccién antigeno-anti-
cuerpo y descarta la existencia de un efecto inespecifico del
medio.

Se probé ademds, el efecto del anticuerpo sobre ade-
nil ciclasas de otros sistemas, dependientes de Mn2+, a saber;
Mucor rouxii y Trypanosoma cruzi, asociadas a membranas; Neu-
rospora y testiculo de rata, ambas solubles, como asi también
la adenil ciclasa asociada a membranas de eritrocito de pavo,
dependiente de Mgz+. En la tabla XVI se observaron inhibiciones
variables en la actividad enzimdtica proveniente de organismos
eucariotes inferiores pero no en las prenaraciones enzimdticas
de testiculo de rata o eritrocito de pavo.

Este anticuerpo se caracterizé por inmunoelectrofo-
resis, utilizando los antisueros correspondientes a las dife-
rentes clases de inmunoglobulinas, los detalles experimentales
fueron especificados en el apartado XVII-8 de "Materiales y
Métodos". En la figura 44 se puede observar la inmunoelectro-
foresis utilizando como antisuero anti Ig G de ratén. En estas
condiciones se observ6 una banda de precipitacién Unica.

Segin los resultados anteriores, se procedidé a puri-
ficar 1a inmunoglobulina segin el protocolo de purificacién
correspondiente a una inmunoglobulina del tipo G. Utilizando
como fuente de anticuerpo el medio de cultivo, se realizd una
precipitacién al 50% (P/V) con solucidén saturada de 504(NH4)2.
Posteriormente, se dializé y sembré en una columna de DEAE-
celulosa la cual se equilibré de manera tal, que las Ig G per-




160 -
Actividad de
Tiempo de adenil ciclasa Inhibicién

Medio Volumen (p1) preincubacién (min) pmol/min/mg.prot. (%)
Control 20 180 337 -
Clon 90 (trata-
do con suero .
de conejo an- quavale 180 350
ti-ratén) B
Clon 90 (trata-
do con suero equivale
normal de ra- 20 180 117 65

ton)

Tabla XV. Resultado sobre l1a inhibicién de la actividad de adenil ciclasa de
N.crassa después de tratar el medio del clon 90 con suero de ratén,

conteniendo 0 no suero de conejo anti-ratdn.

100 p1 de medio fueron tratados con 50 ul de suero ratén diluido
1:5 (V/V) en TBS-BSA, mds 100u1 de TBS-BSA, conteniendo o no, 14 ug/
ml de suero de conejo anti-ratén (Cappel). Las mezclas se mantuvie-
ron por 18 hs a 4°C. Se centrifugaron y a 50 ul de sobrenadante
(equivalente a 20 ul del medio original) se determin6é el efecto in-

hibitorio sobre la adenil ciclasa.

colan.

En la figura 45 se muestra el perfil de elucidn de
la columna. En forma paralela se purific6 medio control. El
grdfico muestra que el pico de absorvancia a 280 nm correspon-
diente a la inmunoglobulina monoclonal coincide con el pico
de mayor inhibici6én. Esas fracciones se utilizaron para deter-
minar dependencia de concentracién y tiempo. El1 comportamien-
to de anticuerpo se demuestra en los grdficos de la figura 46

en
po

no
inhibitoria.

la cual se ve que con concentraciones minimas de anticuer-
purificado se logra un 80% de inhibicién de la actividad
de adenil ciclasa. E1 experimento que utilizé un medio control
indicé la presencia de una inmunoglobulina con actividad
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ACTIVIDAD DE ADENIL CICLASA

FUENTE (pmoles/min/mg.prot.) INHIBICION
BIOLOGICA PREPARACION Medio Control Medio Clon 90 (%)
Eritrocito

de pavo Fantasmas 29,0 29,3 -
(Membranas )

Testiculo de Extracto cruydo 7,2 8,3 -
rata (soluble) DEAE-celulosa 32,0 33,0 -
Trypanosoma

cruzi Sedimento de

(Membranas ) 105.000 xg 815,0 423,0 52
Mucor rouxii Extracto crudo 47,1 37,0 22
Neurospora

crassa (soluble) Bio-Gel 536,0 97,0 82
Neurospora

crassa Sedimento de

(Membranas) 105.000 xg 36,0 25,0 30

Tabla XVI. Efecto del medio de cultivo del clon 90 sobre la actividad de
adenil ciclasa de una variedad de fuentes y preparaciones.
20 pl1 de cada preparacién enzimdtica se preincubaron con 30 ul
de medio, durante 180 minutos a 22°C. Posteriormente en la mez-
cla se deteminé la actividad enzimdtica.



Figura 44. Inmunoelectroforesis en soporte de agarosa.

VII-1. Discusién

En este apartado se muestran evidencias respecto de
la obtencidén por primera vez de anticuerpos monoclonales para
la adenil ciclasa de N. crassa. Por los experimentos aqui de-
sarrollados, se puede inferir que el anticuerpo secretado por
el clon 90 reconoce el sitio activo, o al menos reacciona con-
tra algin epitope que de alguna manera estd relacionado con
la actividad de 1a enzima, ya sea manteniendo una conformacidn
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Figura 46. Variacion de la inhibicién de la actividad de adenil ciclasa de
N.crassa por el anticuerpo del clon 90 en funcién de cantidad de
anticuerpo presente en el ensayo (A) y en funcidn del tiempo de
preincubacién de la mezcla (B). Las condiciones del ensayo son
las indicadas en el texto de la figura 43.
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estérica determinada o brinddndole una afinidad o accesibili-
dad la sustrato respecto de dicho sitio.

En este momento el clon 90 estd siendo amplificado,
para luego ser propagado en animales de experimentacién, para
aseqgurar asf una gran cantidad de anticuerpo (figura 15).

Este anticuerpo reconoce en forma variable las ade-
nil ciclasas de organismos eucariotes inferiores, pero no la
enzima de testfculo o eritrocito de pavo. Este reconocimiento
tampoco se hace utilizando un segundo anticuerpo precipitante.
Esto significa que el determinante antigénico de eucariotes in-
feriores no se encuentra en las dos enzimas de eucariotes su-
periores estudiadas.

VIII. Anticuerpos monoclonales para la adenil ciclasa de T.cruzi

La obtenci6én de anticuerpos monoclonales para la ade-
nil ciclasa de T.cruzi se realiz6 siguiendo el mismo protoco-
lo utilizado para N.crassa.

Como se muestra en ta tabla XvII, luego de haber de-
terminado que los hfbridos estaban secretando inmunoglobulinas,
se ensay6 la existencia de un efecto inhibitorio de los medios
sobre la enzima. Se obtuvieron diferentes porcentajes de inhi-
bicién variando entre 20 y 50% de la actividad basal, pero hu-
bo medios que ejercieron mayor efecto, por ejemplo los clones
11, 36 y 46 dieron un 55, 70 y 65% de inhibicién, respectiva-
mente.

Ante estos resultadosm se seleccioné el clon 36 pa-
ra ser reclonado por dilucién 1{mite. E1 medio proveniente de
este clon provocé una inhibicién que'fue proporcional a la can-
tidad del mismo agregado a 1a mezcla de incubacién y también
al tiempo de preincubacién como se muestra en la figura 47.
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ACTIVIDAD DE
TIEMPO DE ADENIL CICLASA INHIBICION
MEDIO VOLUMEN (p1)  PREINCUBACION (min) (pmol/min/mg.prot.) (%)
Clon 11 20 180 366 55
Clon 23 20 180 489 40
Clon 36 20 180 244 70
Clon 46 20 180 285 65
Clon 81 20 180 416 49
Clon 5 20 180 685 6
Clon 16 20 180 652 20
Clon 30 20 180 611 25
Clon 50 20 180 611 25
Clon 73 20 180 530 35
Control 20 180 717 12

Nada - 180 815 -

Tabla XVII. Inhibicién producida por diferentes clones sobre la actividad de
de adenil ciclasa de N.crassa. Las condiciones del ensayo son las

indicadas en el texto.
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Ademds, el efecto inhibitorio se bloqued al tratar
el medio con suero de conejo anti-ratdn, indicando de esta for-
ma que el efecto inhibitorio se debe a la presencia de una in-
munoglobulina (tabla XVIII).

Estos datos permiten inferir que se obtuvo un anti-
cuerpo que ejerce una accidén inhibitoria sobre la adenil cicla-
sa de T.cruzi. A través de inmunoelectroforesis y por reaccidn
inmunoenzimdtica con los anticuerpos especificos, se logro de-
terminar que se trata de una inmunoglobulina de tipo G2b, los
detalles experimentales se desarrollaron en los apartados XVII-5
y XVII-8 de "Materiales y Métodos".

Al igual que se hizo con el anticuerpo para la adenil
ciclasa de N.crassa, se prob6 si este anticuerpo derivado del
clon 36 tenfa algun efecto sobre adenil ciclasas de otros orf-
genes, tanto solubles como asociados a membranas. En la tabla
XIX se pueden observar los resultados obtenidos. Se encontra-
ron diferentes grados de inhibicién en enzimas provenientes
de organismos eucariotes inferiores, pero no con enzimas de
origen bacteriano como E.coli ni con organismos eucariotes
superiores. Es decir que existe un cierto grado de homologia
en las subunidades catalfticas de las enzimas provenientes de
eucariotes inferiores.

Una vez obtenida una cantidad suficiente de medio
ial clon 36, se procedié a su purificacién tal como se especi-
ficé en el apartado XVII-7 de "Materiales y Mé&todos". Luego
de la precipitacién con (NH4)2504, se realizé una cromatogra-
ffa de intercambio idnico en columna de DEAE-celulosa. En 1la
figura 48 se puede ver el perfil de elucién de la columna.

Con el anticuerpo purificado se traté de comprobar
si seguia manteniendo las caracteristicas , en cuanto a compor-
tamiento en funcién del tiempo de preincubacién y concentracidn
del mismo en el medio de reaccién. En la figura 49 se muestra
que las propiedades previamente establecidas en medios de cul-

tivo se mantienen.
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Figura 47. Variacion de la inhibicién de la actividad de adenil ciclasa de
T.cruzi con el aumento de la cantidad de medio del clon 36 presente en el
ensayo (A) y en funci6n del tiempo de preincubacién de la mezcla (B). 20 pl
de preparacion enzimdtica se preincuban con cantidades variables de medio
durante 180 minutos a 22°C (A) o 20 M1 de la preparacion enzimdtica se prein-
cuban con 30 pl de medio durante tiempos variables a 22°C (B). Posteriormente
en 1a mezcla se determiné la actividad enzimdtica.
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Actividad de
. Tiempo de adenil ciclasa Inhibicién
Medio Volumen (y]) preincubacién (min) pmol/min/mg.prot. (%)
Control 20 180 420 -
Clon 36 (trata-
do con suero. equivale
de conejo anti- 20 180 415 -
ratdn)
Clon 36 (trata-
do con suero equivale
normal de ratén 20 180 80 81

Tabla XVIII. Inhibicion de 1a actividad de adenil ciclasa de T.cruzi después
de tratar el medio del clon 36 con suero de ratén conteniendo
o no suero de conejo anti-ratén. Las condiciones se especifican
en el texto de la tabla XV.

Una vez confirmada la actividad inmunolfgica del an-
ticuerpo se lo acoplé a Sefarosa-4B, previamente activada con
BrCN (apartado V de "Materiales y Mé&todos")

VIII-1. Purificacién de la adenil ciclasa de T.cruzi por inmu-

noafinidad.

La preparacién denominada Hexilamino-sefarosa fue
sembrada y reciclada por una columna de anticuerpo-sefarosa.
Luego de un exhaustivo lavado fue eluida por un incremento del
pH. La figura 50 muestra el perfil de la columna.

Como puede verse en la tabla XX, el dltimo paso de
purificacién permitié obtener una preparacién de adenil cicla-
sa cuya actividad especffica fue 263 veces mayor que la origi-
nal presente en el 5105. En forma paralela, como control y en
igualdad de condiciones, se cromatografié la preparacidon de
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ACTIVIDAD DE ADENIL CICLASA
FUENTE (pmoles/min/mg.prot.) INHIBICION
BIOLOGICA PREPARACION Medio Control Medio Clon 36 (%)
T.cruzi pptado.
(Membranas) 105.000 x g 420 80 81
N.crassa Hexilamino-
(soluble) sefarosa 200 96 51
N.crassa pptado.
(Membranas) 105.000 x g 32 24 25
Mucor rouxii Extracto crudo 45 36 20
E. coli Extractp crudo 120 117 2
Testiculo
de rata Sobrenadante
(soluble) 105.000 x g 8 9 -
Higado de
rata
(Membranas) Purificadas 200 195 2
Eritrocito
de pavo
(Membranas) Fantasmas 25 25 -

Tabla XIX. Efecto del medio de cultivo del clon 36 sobre la actividad de ade-
nil ciclasa en una variedad de fuentes y preparaciones.
Las condiciones se especifican en el texto de la tabla XVI.
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Figura 48. Perfil de elucién de una cromatografia en DEAE-celulosa de medio
condicionado por hibridomas del clon 36.
(0), actividad de adenil ciclasa; (®), proteina.
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Figura 49. Variacién de la inhibicién de la actividad de la adenil ciclasa de
T.cruzi por el anticuerpo del clon 36 purificado en funcién de la
cantidad de anticuerpo presente en el ensayo (A) y en funcidn del
tiempo de preincubacién de la mezcla (B). Las condiciones del ensa-

yo son las indicadas en el texto de la figura 43.
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Figura 50. Perfil de elucién de la adenil ciclasa de T.cruzi en una columna
cromatogrifica de anticuerpo-sefarosa. Las condiciones se detallan

en el apartado
(#), actividad de adenil ciclasa; (&), proteina.
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hexilamino-sefarosa, en una columna cuya matriz fue s6lo sefa-
rosa. En base a los datos obtenidos, se calculé un factor de

inactivacién de la enzima de 8,4 veces. De tal modo, haciendo
la correccién adecuada se tiene una purificacién de 2.216 veces.

VI[I-2. Etiectroforesis analitica en gel de poliacrilamida.

En 1a figura 51, se muestra un gel analitico en
SDS-poliacrilamida, tefiido con AgN03, correspondiente a la frac-
cién obtenida después de la cromatograffa en anticuerpo-sefaro-
sa. Puede apreciarse una banda mayoritaria, correspondiente
a un peso molecular de 50.000D y otras dos de 45.000D y
40.000D, cuya intensidad fue menor. Para confirmar la posibili-
dad de que el polipéptido de mayor peso molecular estuviese aso-
ciado a la actividad antigénica de la adenil ciclasa, se rea-
1iz6 una transferencia de dichas proteinas a papel de nitroce-
lulosa y posteriormente se las detecté inmunologicamente utili-
zando el anticuerpo monoclonal, segin se describe a continua-

cion.

VIII-3. Electrotransferencia de adenil ciclasa e inmunopreci-
cipitacién "in situ" con anticuerpos especificos.

Una muestra similar a la que se tifné con AgN03, se
transfirié a papel de nitrocelulosa y en é1 se desarrollé la
técnica de inmunoperoxidasa, tal como se especifica en el apar-
tado XVII-9 de "Materiales y Métodos". Aparece una banda de
inmunoprecipitacién especiffica que coincide con un peso mole-
cular de 55.000D0. En la figura 52 se puede observar tal resul-

tado.
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Figura 51. Electroforesis analftica en gel de SDS-poliacrilamida (10% P/V)

1. Extracto crudo; 2. Fraccién hexilamino-sefarosa; 3. Fraccifn
anticuerpo-sefarosa; Mr. Proteinas marcadoras.

Phb= Fosforilasa b; BSA= Seroalblmina bovina; OVA= Ovoalbimina;
CA= Anhidrasa carb6nica; STI= Inhibidor de tripsina de soja.



- 176 -

1)Eluido de ta columna anticuerpo-sefarosa
2)Transferencia e inmuno-precipitacion 'in situ’

3)Control

Figura 52. Electrotransferencia de 1a adenil ciclasa de T.cruzi e inmuno-
precipitacién "in situ" con el anticuerpo monoclonal correspon-

diente. Abreviaturas, ver Figura 51.
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Actividad de adenil ciclasa
B Proteina Total Especifica Recuperacién Purificacién

Fraccidn (mg) (pmol/min) (pmol/min/mg) (%) (veces)
S105 140 9.830 70,21 100 1,0
Hexilamino-
sefarosa 21 5.891 280,52 60 4,0
Anticuerpo
sefarosa 0,01 185 18.500 1,88 263,8

Tabla XX. Purificacion de la adenil ciclasa de T. cruzi.
Los datos corresponden a la fraccifn §bq » preparada a partir de

un extracto solubilizado de 5 gr. de epiMastigotes.

Las evidencias presentadas permiten inferir que la
banda de 55.000D0 observada en los geles de poliacrilamida de
la preparacidon de adenil ciclasa, es la portadora de la acti-
vidad antigénica de la enzima y estaria asociada con la acti-

vidad de la misma.

VIII-4. Discusién.

En el presente apartado se describi6 la obtencidn
de anticuerpos monoclonales contra la adenil ciclasa de
T. cruzi, que junto con los obtenidos contra la enzima de
N. crassa son los primeros producidos para este tipo de protefi-

nas.
Dentro de las enzimas implicadas en el metabolismo

de los nucle6tidos ciclicos, se ha descripto la obtencién de
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anticuerpos monoclonales para la guanil ciclasa (248) y la fos-
fodiesterasa (249). En ninguno de los dos casos el anticuerpo
parece reconocer el sitio activo. En esta tesis se desarrolla
la obtencidén de anticuerpos monoclonales para las adenil cicla-
sas de T.cruzi y N.crassa que alteran la actividad enzimdtica.
Dichos anticuerpos podrfan reconocer epitopes pertenecientes

al sitio activo o no. Esta Ultima posibilidad no se puede des-
cartar, ya que el determinante antigénico se puede situar en

un lugar, que al unirse a &1, provoque un cambio conformacio-

nal que altere la actividad enzimdtica.
Al igual que el clon 90, el clon 36 estd siendo am-

plificado para poder ser inyectado en ratén (figura 15).

E1 reconocimiento, por parte del anticuerpo, del de-
terminante antigénico en menor o mayor grado en la enzima de
diferentes eucariotes inferiores sugieren la existencia de
cierta semejanza, ya sea en la secuenciacién de aminodcidos

o de conformacidn estructural entre los mismos.
E1 hecho de que estos anticuerpos no interactiden con

la enzima de organismos superiores, no permite concluir que
lTas moléculas proteicas sean realmente muy distintas. E1 anti-
cuerpo monoclonal posee una caracteristica muy particular, la
especificidad. De manera tal que, el reconocimiento se reali-
za en un "locus" determinado de la molécula, que puede ser re-
conocido o no y ser mds o menos accesible a la unién debido

a su ubicacidon en el dominio total de la molécula.
E1 anticuerpo monoclonal producido tiene importantes

aplicaciones en el estudio de la adenil ciclasa. Entre las ven-
tajas que podrfan destacarse en cuanto a su utilizacidén, pue-

den sefialarse las siguientes:
1. Permitir la purificacién por inmunoafinidad de estas y otras

enzimas a las cuales reconozca.
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2. Utilizar el anticuerpo en la deteccién "in vivo" de la ubi-

cacion de la enzima.

3. Permitir la caracterizacién de dominios moleculares deter-
minados, reconocidos por el anticuerpo.

4. Aislar el RNA mensajero que codifica para la enzima, median-
te la precipitacién de polisomas donde se estd sintetizando

la misma.

En este trabajo se describe por primera vez, la puri-
ficacion parcial de 2.200 veces de una adenil ciclasa asociada
a membranas mediante la utilizacién de un anticuerpo monoclonal.
E1 motivo por el cual es diffcil de lograr una puri-
ficaci6én razonable se debe atribuir a 1o siguiente:

1. En casi todos los tejidos la ciclasa es una enzima de mem-
brana y su purificacidn requiere que los procedimientos de
fraccionamiento sean llevados a cabo en presencia de deter-
gentes.

2. La actividad enzimdtica es extremadamente 14bil. "In vitro"
y a temperatura ambiente presenta una vida media de minutos.

3. La enzima probablemente represente menos de un 0,005% de
la proteina total de la membrana.

Existen en la literatura cientffica muy pocos trabajos con re-
sultados exitosos en 1o que respecta a purificacidn de adenil
ciclasa. Quizds los Unicos trabajos completos hasta el presen-
te sean la purificacién de las ciclasas "solubles" de Brevibac-
terium liquefaciens (250), testiculo de rata (173) y Neurospora
crassa (236).

Las evidencias presentadas en los apartados VII-2 y
VII-3 de esta seccién, muestran una correlacién satisfactoria
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que indicaria que un polipéptido con un peso molecular aparen-
te de 55.000D podrfa formar parte de la estructura de la enzi-
ma. Seqgdn los cdlculos realizados a partir de los pardmetros

hidrodindmicos, la adenil ciclasa de T. cruzi tendria un peso
molecular de 137.000D, esto sugiere la posibilidad de que esta

enzima sea una proteina dimérica.



- 181 -

CONCLUSIONES
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IV. CONCLUSIONES.

1. La adenil ciclasa de T. cruzi es una enzima fuertemente
asociada a membrana, la cual se obtuvo en forma soluble, median-
te la utilizacién en el tampén de extracci6n de detergente y
alta fuerza if6nica.

2. La enzima presenta un punto isoeléctrico de 6,2 unidades.
Se calcularon los pardmetros moleculares e hidrodindmicos de

la misma por medio de filtraciones en gel y ultracentrifugacio-
nes en gradientes de sacarosa, realizadas en H20 y DZO‘ Los re-
sultados indicaron que tiene una coeficiencia de sedimentacién
en H20 de 6,25 y 5,05 en DZO’ un radio de Stokes de 5,65 nm;

un volumen especifico parcial de 0,83 m1/g y un peso molecular
relativo de 117.000D0. Este dltimo dato, junto con el calculado
en geles de SDS-poliacrilamida de 1a enzima parcialmente puri-
ficada, sugieren para la misma una estructura dimérica, consti-
tuida por dos subunidades de 55.000D de reso molecular.

3. La adenil ciclasa de T. cruzi es capaz de interaccionar
con componentes reguladores del sistema adenil ciclasa de mem-
branas de higado conformando un sistema con las mismas propie-
dades que el de organismos eucariotes superiores. Esto sugiere
la existencia de similitud entre la ciclasa de Trypanosoma y
la subunidad catalitica de eucariotes superiores.

4. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales para la adenil ci-
clasa de T. cruzi, capaces de inhibir la actividad enzimdtica.

5. E1 anticuerpo monoclonal reacciona con otras adenil cicla-
sas de eucariotes inferiores, pero no con enzima proveniente

de vertebrados.
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6. La enzima fue parcialmente purificada por inmunoafinidad
y se logré obtener 2.200 veces mds pura que el extracto del

cual se partié

7. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales para la adenil
ciclasa de N. crassa, capaces de inhibir no s6lo su actividad
enzimdatica, sino también las de otros eucariotes inferiores.
No ocurridé 1¢ mismo con las adenil ciclasas de organismos eu-

cariotes superiores,

8. Con la adenil ciclasa de N. crassa se logrd obtener un sis-
tema sensible a hormonas, mediante la reconstitucidn con el
componente regulatorio de eritrocito de pavo. Estos resultados
sugieren que debe existir una estrecha relacidén entre la ade-
nil ciclasa de Neurospora y el componente catalitico del sis-
tema adenil ciclasa de organismos superiores.
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ABREVIATURAS

1. ADP adenosina 5'-difosfato.

2. 5'-AMP- adenosina 5'-monofosfato.

3. ATP adenosina 5'-trifosfato.

4. AMPc adenosina 3'-5' monofosfato ciclico.
5. DEAE Dietilaminoetil.

6. DTT Ditiotreitol.

7. GDP Guanosina 5'-difosfato.

8. GMP Guanosina 5'-monofosfato.

9. GMPc Guanosina 3'-5' monofosfato cfclico.
10. Gpp(NH)p Guanil-5'-yl imido difosfato.

11. GTP Guanosina 5'-trifosfato.

12. HEPES N-2-hidroxietil-piperazina-N'- 2 dcido etano sulfénico.
13. Ig Inmunoglobulina.

14. Me2+ Catién divalente.

15. MIX Metilisobutilxantina.

16. MOPS N-3 morfolin-propano dcido sulfénico.
17. NAD Nicotinamida adenina dinucleétido.

18. PEG Polietilen glicol.

19. PEP Fosfoenol pirdvico.

20. Pi Ortofosfato libre.

21. PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

22. PPi Pirofosfato.

23. SDS Dodecil sulfato de sodio

24. TRIS 2-amino-2(hidroximetil)-1,3 propanodiol.
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